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DESCRIPCION
Tratamiento de hemorragia traumatica con oligopéptidos cortos.
Campo técnico
La invencion se refiere en lineas generales a biotecnologia y medicina.
Antecedentes

La lesion es la quinta causa principal de muerte en todo el mundo y se convertira en la segunda causa principal en
2020. Ya es la causa principal de muerte en individuos con edad entre 5 y 45 afos. La lesion de trafico, la lesion
autoinfligida, la violencia interpersonal (incluyendo guerras), lesioén relacionada con el trabajo, caidas, quemaduras, y
desastres medioambientales contribuyen todos con su aporte.

La prevencion primaria es el modo mas eficaz de limitar las lesiones. La importancia de la educacion, los controles
técnicos, y el estado de derecho en prevencion de lesiones no puede ser sobreestimada. Mueren casi tantos
individuos de lesion de trafico en Egipto como en los Estados Unidos, pero Egipto tiene un cuarto de la poblacion y
una décima parte de la cantidad de vehiculos. No obstante, la mayoria de las lesiones en ambos paises se pueden
prevenir.

La prevencion secundaria, la aplicacion de cuidados criticos para evitar muerte y discapacidad después de una
lesion, también es altamente eficaz. El coste del cuidado de traumatismos es bajo por afios de vida ajustados por la
calidad en comparacion con los tratamientos en otras categorias de enfermedad comun tales como enfermedad
cardiovascular, apoplejia, o terapia de intervencion contra el cancer. Estos cuidados se proporcionan mejor en
centros regionales. Los centros de trauma de Nivel 1 mas grandes tipicamente observan mas de 5000 admisiones
directas cada afio y cuentan con personal todo el dia con cirujanos de trauma, neurocirujanos, ortopedistas,
anestesidlogos, y una serie completa de personal de apoyo. El trabajo de estos centros en el cuidado de los
pacientes, la educacion médica, y el desarrollo de nuevos conocimientos esta dirigiendo una revolucién internacional
en la calidad del cuidado de lesiones.

Cada afo, 1 de cada 7 americanos se lesiona de forma significativa. Dos tercios de estos, o 1 persona de cada 10
de la poblaciéon de Estados Unidos, busca cuidados médicos para esa lesiéon, y 1 de cada 100 americanos es
admitido en un hospital para cuidados por lesion cada afio. Aproximadamente 1 de cada 10 pacientes admitidos por
lesion, o 1 de cada 1000 americanos, recibe productos sanguineos en el transcurso de sus cuidados por lesion.
Estos individuos reciben del 10% al 15% de toda la sangre transfundida en los Estados Unidos.

La hemorragia severa y choque hemorragico son causas comunes de morbilidad y mortalidad en pacientes
criticamente enfermos en cuidados intensivos. Los pacientes en choque tienen macro y microcirculacion alterada en
diversos lechos tisulares. La perfusion esplacnica alterada desempefia una tarea importante en el desarrollo de
disfuncion multiorganica debido a translocacion bacteriana potenciada desde el intestino y activacién de una
cascada inflamatoria exacerbada. La perfusién esplacnica disminuida también conduce al bajo suministro de sangre
a los 6rganos corriente abajo, tales como el higado, conduciendo a disfuncion hepatica, que también contribuye a
fallo multiorganico después del choque.

Aproximadamente 156.000 personas mueren de lesidon cada afio en los Estados Unidos, y 93.000 de esas
fatalidades implican traumatismo fisico. La mitad de estos individuos mueren antes de alcanzar el hospital. Entre
aquellos que alcanzan el hospital vivos y que moriran durante la admision hospitalaria, el 80% muere en las primeras
24 horas después de la admision. Las causas mas frecuentes de muerte de pacientes que mueren en el terreno o en
hospital son lesiones neurolégica profunda y hemorragia incontrolada.

El control de la hemorragia es un aspecto critico del cuidado de traumatismos. En el terreno, los vendajes, la presion
directa, y los torniquetes controlan la hemorragia superficial y de extremidades. En el hospital, las imagenes de
diagndstico y la exploracion quirtrgica permiten la rapida identificacion de la mayoria de los demas sitios de
hemorragia. Sin embargo, la identificacion de sitios de lesion no siempre permite el control inmediato de la
hemorragia. Lesiones tales como laceraciones hepaticas profundas y fracturas pélvicas con alteracion del plexo
venoso pélvico frecuentemente requieren taponamiento, y el control de la hemorragia se obtiene solamente de forma
lenta. Estas lesiones pueden provocar sangrado extensivo y prolongado incluso en el hospital.

Los patrones de uso de sangre después de lesion traumética se determinan por los patrones de lesién, la velocidad
de transporte a los cuidados quirurgicos, y la disponibilidad de recursos en el centro quirurgico. En la University of
Maryland R. Adams Cowley Shock Trauma Center en Baltimore durante el afio 2000, el 91% de 5649 pacientes
admitidos directamente desde la escena de la lesiéon no recibieron productos sanguineos. Aproximadamente dos
tercios del resto, 332 pacientes, recibieron 10 U de glébulos rojos (RBC) o menos. Sin embargo, el 75% de los RBC
administrados se proporcionaron a los 146 pacientes que recibieron méas de 10 U y el 50% de todos los RBC usados
se administraron a 68 pacientes, que recibieron mas de 20 U de RBC cada uno. Por tanto, un grupo selecto de
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pacientes de traumatismo reciben transfusion, y es en estos pacientes que se esta cambiando nuestras creencias
acerca del uso de sangre y la reanimacion y hacia el tratamiento de aquellos a los que est4 dirigida esta invencion.

Los criterios decisivos para la decision de reanimar o transfundir a un paciente que se sospecha que experimenta
hemorragia por traumatismo son diversos y complejos (véase, por ejemplo, Critical Care, Management of Bleeding
Following Major Trauma: a European Guideline, Publicado 04/02/2007, Donat R. Spahn; Vladimir Cerny; Timothy J.
Coats; Jacques Duranteau; Enriqgue Fernandez-Mondejar; 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/554058 1 y siguientes), sin embargo, en un cierto momento se
decide si hay que reanimar y el modo de reanimar proporcionando a dichos pacientes RBC o plasma, plaquetas u
otros productos sanguineos.

Sumario de la invencién

En este documento se determina si la administracion de oligopéptidos cortos tiene algun efecto sobre los parametros
funcionales inmunes nocivos después de hemorragia por traumatismo.

En este documento se describen métodos y medios asociados para tratar a un sujeto (por ejemplo, un mamifero tal
como un ser humano), que esta experimentando, esta diagnosticado como experimentando, o que se cree que esta
en riesgo de experimentar choque hemorragico. Dichos métodos incluyen administrar, al sujeto de un modo médica
y farmacéuticamente aceptable, un oligopéptido corto tal como AQGV y/o LQGV. Ademas de eso, la invencion se
refiere al uso de al menos un tetrapéptido aislado o sintético seleccionado entre el grupo que consiste en LQGV,
AQGV y LAGV vy derivados funcionales de los mismos donde un resto L-aminoacidico esta sustituido con un D-
aminoacido, o una sal de adicién de acido o base farmacéuticamente aceptable de los mismos, para la produccion
de una composicion farmacéutica para el tratamiento de un sujeto que padece o se cree que esta padeciendo
hemorragia por traumatismo. Dicho péptido preferiblemente se identificé por ensayo de al menos un péptido aislado
o sintético en un modelo animal experimental de hemorragia por traumatismo y que demuestra que la administracion
de dicho péptido de ensayo después de la induccion de hemorragia por traumatismo reduce el nivel plasmatico de al
menos una citoquina pro-inflamatoria (por ejemplo, TNFalfa o IL-6 segun se proporciona en este documento) en un
animal sometido a hemorragia por traumatismo en comparacion con un animal sometido a hemorragia por
traumatismo al que no se ha proporcionado un péptido de ensayo. Dicho péptido consta de cuatro aminoacidos
seleccionados entre el grupo que consiste en AQGV, LQGV o LAGV. También se proporciona el tratamiento con
mezclas de péptidos, que comprenden al menos un péptido seleccionado entre el grupo de AQGV, LQGV o LAGV, y
otro péptido. El otro péptido preferido se selecciona entre aquellos capaces de reducir los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias en un modelo animal de hemorragia por traumatismo o choque hemorragico, tal como uno
proporcionado en este documento. En una realizacion preferida de la invencion, dicho tratamiento de hemorragia por
traumatismo o choque hemorragico también comprende proporcionar (reanimar o transfundir) a dichos sujetos
sangre o productos sanguineos tales como glébulos rojos (RBC), plaquetas, plasma, o combinaciones de los
mismos.

También se describe un método para identificar un péptido, o analogo funcional o derivado del mismo, para su uso
en la produccién de una composicién farmacéutica para el tratamiento de un sujeto que padece o se cree que esta
padeciendo hemorragia por traumatismo que comprende ensayar al menos un péptido aislado o sintético de menos
de 30 aminoacidos en un modelo animal experimental de hemorragia por traumatismo y demostrar que la
administracion de dicho péptido de ensayo después de la induccion de la hemorragia por traumatismo reduce el
nivel plasmatico de al menos una citoquina pro-inflamatoria en un animal sometido a hemorragia por traumatismo en
comparacion con un animal sometido a hemorragia por traumatismo al que no se ha proporcionado un péptido de
ensayo. Se prefiere ensayar el péptido de ensayo en un método donde a dicho animal sometido a hemorragia por
traumatismo también se le proporciona sangre o productos sanguineos tales como gldbulos rojos (RBC), plaquetas,
plasma, o combinaciones de los mismos. También se describe la seleccion de dicho péptido de ensayo capaz de
reducir los niveles de citoquinas pro-inflamatorias deseados para su uso en la produccién de una composicién
farmacéutica, en particular donde dicha composicion farmacéutica se produce para el tratamiento de un sujeto que
padece o0 se cree que esta padeciendo hemorragia por traumatismo o choque hemorragico.

En el choque hemorragico existe pérdida masiva de sangre, que no puede compensarse por el organismo sin
tratamiento. El tratamiento primario de choque hemorragico es controlar el sangrado y restaurar el volumen
intravascular para mejorar la perfusion tisular. Este tratamiento induce una respuesta inflamatoria, que puede
culminar en una respuesta inflamatoria severa y finalmente en sindrome de disfunciéon multiorganica (MODS) (23]
Ademas, aproximadamente el 40% de los pacientes desarrolla sepsis como resultado de hemorragia por
traumatismo [3]. La sepsis y el MODS son las causas principales de muerte en pacientes con enfermedad critica en
la unidad de cuidados intensivos en todo el mundo con tasas de mortalidad de aproximadamente el 50% [4,5].

La respuesta inflamatoria severa debida a hemorragia por traumatismo se caracteriza por una expresién aumentada
de moléculas de adhesion, tales como la molécula 1 de adhesion intracelular (ICAM-1) y la molécula 1 de adhesioén
celular vascular (VCAM-1), en células endoteliales sinusoides y hepatocitos. Ademas, se hallan niveles aumentados
de citoquinas pro-inflamatorias de forma sistémica y local en el higado, los pulmones y el intestino [6, 7, 8, 9]. Las
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citoquinas pro-inflamatorias producidas son en particular factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleuquina (IL)-
18 e IL-6 [10, 11, 12]. Estas citoquinas afectan a la integridad/funcion organica directamente, pero también
indirectamente a través de mediadores secundarios, tales como 6xido nitrico, tromboxanos, leucotrienos, factor
activador de plaquetas, prostaglandinas, y el complemento ™* ™!, TNF-o. también causa la liberacion del factor tisular
por células endoteliales conduciendo a deposicion de fibrina y coagulacién intravascular diseminada " "®. Las
células dentro del higado, principalmente las células de Kupffer, pero también los hepatocitos y las celulas
endoteliales sinusoides, se consideran los productores principales de estas citoquinas pro-inflamatorias durante
choque hemorragico

Un fino equilibrio entre vasodilatadores y vasoconstrictores mantiene la perfusion esplacnica. La produccion
sistémica aumentada de vasoconstrictores tales como epinefrina, angiotensina Il, endotelina, y tromboxano A, se ha
observado en modelos experimentales de hemorragia por traumatismo y sepsis. Estos vasoconstrictores no
solamente contribuyen a la resistencia periférica total aumentada sino también actian sobre los vasos esplacnicos y
reducen su tasa de perfusion. La produccion reducida de vasodilatadores o la respuesta atenuada de los vasos
esplacnicos a los vasodilatadores (disfuncién endotelial) también se observa después de choque hemorragico
severo. Estos dos factores contribuyen a la alteracion de la circulacion. Ademas, estos efectos inducen hipoxia
intestinal, reducen el suministro de nutrientes, aumentan la produccién de radicales libres de oxigeno, y aumentan la
acumulacién de neutrdfilos, conduciendo a dafios en la barrera mucosa intestinal y provocando de este modo una
translocacién bacteriana aumentada.

En la Ultima década, los investigadores se han centrado en la modulaciéon de las respuestas inflamatorias sistémicas
con agentes terapéuticos dirigidos a neutralizar la actividad de citoquinas, especialmente TNF-a ('8 Otros
investigadores usaron agentes terapéuticos dirigidos a la inhibicion de la produccion de TNF-a. 19 Sin embargo, la
mayoria de estos agentes terapeutlcos deben administrarse antes de la aparicion del choque hemorraglco para
conseguir un efecto terapéutico 9 Claramente, esto es casi imposible en un entorno clinico de hemorragia por
traumatismo. Por lo tanto, las teraplas iniciadas después de la aparicién de hemorragia por traumatismo severa y
dirigidas a reducir la produccién de citoquinas pro-inflamatorias son mas relevantes para prevenir los eventos que
conducen a MODS.

Durante el embarazo, el sistema inmune materno tolera al feto reduciendo la respuesta inmune mediada por células
reteniendo al mismo tiempo la inmunidad humoral normal [0 Ademas, los sintomas clinicos de enfermedad
autoinmunes mediadas por células remiten en muchos pacientes durante el embarazo 2 La hormona
gonadotropina coridnica humana (hCG) se secreta principalmente por los sincitiocitotrofoblastos placentarios durante
el embarazo y se ha demostrado ?ue es inmunorreguladora (21.22. 23] 1) 3 subunidad- - de hCG se degrada por
enzimas proteoliticas especmcas Esto puede conducir a la IlberaC|on de varios oligopéptidos que constan de
cuatro a siete amlnoaC|dos que, a causa de su papel en la regulacién de los procesos fisioldgicos, se consideran
reguladores 5] Se demostré de forma satisfactoria que oligopéptidos sintéticos pueden inhibir la respuesta
inflamatoria aguda la gravedad de la enfermedad y la mortalidad en sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
inducida por lipopolisacarido de alta dosis ®. Considerando estos poderosos efectos reguladores de los
oligopéptidos sintéticos sobre la inflamacion, se hipotetiza que la administraciéon de dichos oligopéptidos reguladores
después de hemorragia por traumatismo severo podria inhibir la respuesta inflamatoria masiva, asociada con esta
afeccion. Para este fin, se us6 LQGV, que es parte de la estructura primaria del bucle dos de la subunidad-f de
hCG, y dos variantes con reemplazo de alanina, concretamente AQGV y LAGV.

En este estudio se demuestra que LQGV, AQGV y LAGV, administrados después de la induccién de choque
hemorragico en ratas, reducian significativamente los niveles de TNF-a e IL-6 en plasma, que esta asociado con
niveles de transcrito de ARNm de TNF-a e IL-6 reducidos en el higado. Esto indica que LQGV, AQGV, LAGV tienen
potencial terapéutico con efectos beneficiosos sobre la inflamacion sistémica, reduciendo de este modo la
integridad/funcion organica, que esta asociada con choque hemorragico severo.

Breve descripcion de los dibujos

FIG. 1: Modelo de choque hemorragico (HS) (* = tiempo de administracion del péptido A, B o C en los grupos de
péptido).

FIG. 2: Presion arterial media en experimento simulado, de choque, y de péptido A, By C.

FIG. 3: Hematocrito en (de izquierda a derecha) experimentos simulado, de choque, y de péptido A, By C.

FIG. 4: Leucocitos durante experimentos simulado, de hemorragia por traumatismo, pep A, By C.

FIG. 5: Macréfagos (MO) y granulocitos (GR) en (de izquierda a derecha) experimentos simulado, de choque
hemorragico por traumatismo, y péptido A, By C.

FIG. 6: Flujo de sangre arterial en (de izquierda a derecha) experimentos simulado, de choque, y de péptido A, B
y C.

FIG. 7: Modelo de choque hemorragico. A) Representacion esquematica del disefio experimental. B) Los mmHg
medidos se recalcularon en porcentajes para estandarizar el experimento y para compensar las diferencias en
animales. C) Porcentaje de leucocitos en sangre durante diversos momentos puntuales del experimento.

FIG. 8: Niveles plasmaticos de TNF-a en diferentes grupos experimentales determinados a los 15 minutos antes
y 30, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos después de la apariciéon del choque hemorragico. [J Simulado, o HS, V
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HS/LQGV, ¢ HS/AQGV, A HS/LAGV. Cada figura representa un animal.

FIG. 9: Niveles plasmaticos de IL-6 en diferentes grupos experimentales determinados a los 120, 150 y 180
minutos después de la aparicién de choque hemorragico. [1 Simulado, o HS, V HS/LQGV, ¢ HS/AQGV, A
HS/LAGV. Cada figura representa un animal.

FIG. 10: Niveles de transcrito para A) TNF-a, B) IL-6 y C) ICAM-1 en el higado, 180 minutos después de la
aparicion de choque hemorragico. Los datos expresados se correlacionan con la expresiéon de GAPDH. [J
Simulado, o HS, V HS/LQGV, ¢ HS/AQGV, A HS/LAGV. Cada figura representa un animal.

Descripcion detallada de laiinvencién

La patente de Estados Unidos 5.380.668 de Herron (10 de enero de 1995), cuyos contenidos totales se incorporan
por esta referencia describe, entre otras cosas, diversos compuestos que tienen la actividad de union antigénica de
hCG. Herron describe adicionalmente medios y métodos para preparar oligopéptidos.

Los compuestos para su uso de acuerdo con la férmula general pueden prepararse de un modo convencional para
dichos compuestos. Para este fin, se activan adecuadamente derivados de aminoacidos N alfa protegidos (y
protegidos en la cadena lateral si hay cadenas laterales reactivas presentes) o péptidos y se acoplan a derivados de
aminoacidos o péptidos adecuadamente carboxilo protegidos en solucién o sobre un soporte sdlido. La proteccién
de las funciones alfa-amino generalmente tiene lugar mediante funciones uretano tales como el grupo terc-
butiloxicarbonilo inestable en acido ("Boc"), el grupo benciloxicarbonilo ("Z") y analogos sustituidos o el grupo 9-
fluorenil-metiloxicarbonilo inestable en base ("Fmoc"). El grupo Z también puede eliminarse por hidrogenacion
catalitica. Otros grupos protectores adecuados incluyen Nps, Bmv, Bpoc, Aloc, MSC, etc. Se proporciona una buena
visién global de los grupos protectores de amino en The peptides. Analysis. Synthesis. Biology, Vol. 3 E. Gross y J.
Meienhofer, eds. (Academic Press, Nueva York, 1981). La proteccion de los grupos carboxilo puede tener lugar por
formacion de éster, por ejemplo, ésteres inestables en base como metilo o etilo, ésteres inestables en acido como
terc-butilo o, ésteres de bencilo sustituido o de forma hidrogenolitica. La proteccion de las funciones de cadena
lateral como aquellas de lisina y acido glutamico o aspartico puede tener lugar usando los grupos mencionados
anteriormente. La proteccion de grupos tiol, y aunque no siempre se requiere, de guanidino, alcohol e imidazol
puede tener lugar usando una diversidad de reactivos tales como los descritos en The Peptides, Analysis, Synthesis,
Biology, id. o en Pure and Applied Chemistry, 59(3), 331-344 (1987). La activacién del grupo carboxilo, de los
aminoacidos o péptidos adecuadamente protegidos puede tener lugar por el método de azida, anhidrido mixto, éster
activo, o carbodiimida especialmente con la adicion de compuestos cataliticos y supresores de racemizacién como
1-N--N-hidroxibenzotriazol, N-hidroxisuccinimida, 3-hidroxi-4-oxo-3,4-dihidro-1,2,3,-benzotria-zina, = N-hidroxi-5
norborneno-2,3-dicar-boxiimida. También pueden usarse los anhidridos de acidos basados en fosforo. Véase, por
ejemplo, The Peptides, Analysis, Synthesis, Biology, supra y Pure and Applied Chemistry, 59(3), 331-344 (1987).

También es posible preparar los compuestos por el método en fase solida de Merrifield. Se conocen diferentes
soportes solidos y diferentes, véase, por ejemplo, Barany y Merrifield en The Peptides, Analysis, Synthesis, Biology,
Vol. 2, E. Gross y J. Meienhofer, eds. (Acad. Press, Nueva York, 1980), Kneib-Cordonier y Mullen Int. J. Peptide
Protein Res., 30, 705-739 (1987) y Fields y Noble Int. J. Peptide Protein Res., 35, 161-214 (1990). La sintesis de
compuestos en que un enlace peptidico se remplaza por un iséstero puede, en general, realizarse usando los
grupos protectores y procedimientos de activacion previamente descritos. Se describen procedimientos para
sintetizar is6steros modificados en la bibliografia, por ejemplo, para el is6stero --CH2-NH-- y para el iséptero --CO--
CHa --.

La eliminacién de los grupos protectores y, en el caso de sintesis de péptidos en fase soélida, la escision del soporte
sélido, puede tener lugar de diferentes modos, dependiendo de la naturaleza de los grupos protectores y el tipo de
enlazador al soporte solido. Habitualmente la desproteccion tiene lugar en condiciones acidas y en presencia de
aceptores. Véanse, por ejemplo, los volumenes 3, 5 y 9 de la serie en The Peptides Analysis, Synthesis, Biology,
supra.

Otra posibilidad es la aplicaciéon de enzimas en la sintesis de dichos compuestos; para revisiones véase, por
ejemplo, H. D. Jakubke en The Peptides, Analysis, Synthesis, Biology, Vol. 9, S. Udenfriend y J. Meienhofer, eds.
(Acad. Press, Nueva York, 1987).

Aunque posiblemente no es deseable desde un punto de vista econdmico, los oligopéptidos de acuerdo con la
invencién también podrian prepararse de acuerdo con métodos de ADN recombinante. Dichos métodos implican la
preparacion del oligopéptido deseado del mismo mediante expresiéon recombinante de la secuencia o secuencias
polinucleotidicas que codifican uno o mas de los oligopéptidos en cuestién en un microorganismo adecuado como
hospedador. Generalmente el proceso implica introducir en un vehiculo de clonacién (por ejemplo, un plasmido,
ADN fagico, u otra secuencia de ADN capaz de replicarse en una célula hospedadora) una secuencia de ADN que
codifica el oligopéptido u oligopéptidos particulares, introducir el vehiculo de clonacién en una célula hospedadora
eucariota o procariota adecuada, y cultivar la célula hospedadora asi transformada. Cuando se usa una célula
hospedadora eucariota, el compuesto puede incluir una parte glucoproteica.
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Como se usa en este documento, un "analogo funcional" o "derivado" de un péptido incluye una secuencia de
aminoacidos, u otros mondémeros de secuencia, que se ha alterado de modo que las propiedades funcionales de la
secuencia son esencialmente iguales en tipo, no necesariamente en cantidad. Un analogo o derivado puede
proporcionarse de muchos modos, por ejemplo, a través de "sustitucion conservativa de aminoacidos". También
pueden disefiarse compuestos peptidomiméticos que se parezcan funcional o estructuralmente al péptido original
tomado como el punto de partida pero que estan compuestos, por ejemplo, de aminoacidos de origen no natural o
poliamidas. Con una "sustitucion conservativa de aminoacido"”, se sustituye un resto de aminoacido con otro resto
con propiedades generalmente similares (tamafio, hidrofobicidad), de modo que el funcionamiento global
probablemente no se vea afectado de forma seria. Sin embargo, a menudo es mucho mas deseable mejorar una
funcién especifica. También puede proporcionarse un derivado por mejora sistematica de al menos una propiedad
deseada de una secuencia de aminoacidos. Esto puede hacerse, por ejemplo, mediante un método de exploracién
con Ala y/o mapeo neto de remplazo. Con estos métodos, se generan muchos péptidos diferentes, basados en una
secuencia de aminoacidos original pero conteniendo cada uno una sustitucion de al menos un resto de aminoacido.
El resto de aminoacido puede remplazarse por alanina (exploracion con Ala) o por cualquier otro resto de
aminoacido (mapeo neto de remplazo). De este modo se sintetizan muchas variantes posicionales de la secuencia
original de aminoacidos. Cada variante posicional se explora para una actividad especifica. Los datos generados se
usan para disefar derivados peptidicos mejorados de una cierta secuencia de aminoacidos.

Un derivado o andlogo también puede generarse, por ejemplo, por sustitucion de un resto de L-aminoacido con un
resto de D-aminoacido. Esta sustitucion, que conduce a un péptido que no existe de forma natural en la naturaleza,
puede mejorar una propiedad de una secuencia de aminoacidos. Es, por ejemplo, util para proporcionar una
secuencia peptidica de actividad conocida toda de D-aminoacidos en formato de retro inversién, permitiendo de este
modo retener la actividad y valores aumentados de semi-vida. Generando muchas variantes posicionales de una
secuencia original de aminoacidos y explorando para una actividad especifica, pueden disefiarse derivados
peptidicos mejorados que comprenden dichos D-aminoé&cidos con caracteristicas mejoradas adicionales.

Un especialista en la técnica sera capaz de generar compuestos andlogos de una secuencia de aminoacidos. Esto
puede hacerse, por ejemplo, a través de exploraciéon de una biblioteca de péptidos. Dicho analogo tiene
esencialmente las mismas propiedades funcionales de la secuencia en tipo, no necesariamente en cantidad.
Ademas, los péptidos o analogos puede circularizarse, por ejemplo, proporcionandoles cisteinas (terminales),
dimerizandolos o multimerizandolos, por ejemplo, por enlace a lisina o cisteina u otros compuestos con cadenas
laterales que permitan unién o multimerizacion, ponerse en configuraciéon en tdndem o repetida, conjugarse o unirse
de otro modo a vehiculos conocidos en la técnica, aunque solo sea un enlace inestable que permita disociacién.

Como se usa en este documento, un oligopéptido también incluye, por ejemplo, una sal aceptable, base, o éster del
oligopéptido o un oligopéptido marcado. Como se usa en este documento, "sal aceptable" se refiere a sales que
retienen la actividad deseada del oligopéptido o compuesto equivalente, pero preferiblemente no afectan de forma
perjudicial a la actividad del oligopéptido u otro componente de un sistema en que usa el oligopéptido. Ejemplos de
dichas sales son sales de adicidon de acido formadas con acidos inorganicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfdrico, acido fosférico, acido nitrico, y similares. Las sales también pueden formarse con
acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético, acido oxalico, acido tartarico, acido succinico, acido
maleico, acido fumarico, acido glucénico, acido citrico, acido malico, acido ascérbico, acido benzoico, acido tanico,
acido pamoico, acido alginico, acido poliglutamico, y similares. Las sales pueden formarse con cationes de metales
polivalentes tales como zinc, calcio, bismuto, bario, magnesio, aluminio, cobre, cobalto, niquel y similares o con un
catiéon organico formado a partir de N,N'-dibenciletilendiamina o etilendiamina, o combinaciones de los mismos (por
ejemplo, una sal de tanato de zinc).

El oligopéptido, o su modificacién o derivado, puede administrarse como la entidad, tal cual, o como una sal de
adicion de acido o base farmacéuticamente aceptable, formada por reaccién con un &cido inorganico (tal como acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido perclérico, acido nitrico, acido tiocianico, acido sulfurico, y acido fosférico); o
con un &cido organico (tal como &cido férmico, acido acético, acido propionico, acido glicdlico, acido lactico, acido
piravico, acido oxalico, acido malénico, acido succinico, acido maleico, y acido fumarico); o por reaccién con una
base inorganica (tal como hidroxido sédico, hidroxido de amonio, hidroxido potasico); o con una base organica (tal
como mono-, di-, trialquil y aril aminas y etanolaminas sustituidas). Un péptido seleccionado y cualquiera de las
entidades derivadas también pueden conjugarse con azucares, lipidos, otros polipéptidos, acidos nucleicos y PNA; y
funcionar in-situ como un conjugado o liberarse de forma local después de alcanzar un tejido u érgano diana.

Una composicién farmacéutica para su uso en este documento puede administrarse al sujeto por via parenteral u
oral. Dicha composicién farmacéutica puede constar esencialmente de (o constar de) oligopéptido y PBS. Se
prefiere que el oligopéptido sea de origen sintético. El tratamiento adecuado, por ejemplo, implica administrar el
oligopéptido (o sal o éster) en la composicion farmacéutica al paciente por via intravenosa en una cantidad de
aproximadamente 0,0001 a aproximadamente 35 mg/kg de masa corporal del sujeto. Puede ser util que la
composicion farmacéutica conste esencialmente de de uno a tres oligopéptidos diferentes.

La invencion se describe adicionalmente con la ayuda de los siguientes ejemplos ilustrativos.
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Ejemplos
Ejemplo 1
Materiales y métodos

Se usaron ratas Wistar macho adultas libres de patdégeno especifico (Harlan CPB, Zeist, Paises Bajos), que pesaban
350-400 g después de un periodo de aclimatacion minimo de siete dias. Los animales se alojaron en condiciones de
aislamiento y se mantuvieron a 25°C con un ciclo de luz/oscuridad de doce horas. A las ratas se les permitié acceso
libre al agua y el pienso (-). Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con los Principles of Laboratory
Animal Care (publicaciéon NIH N° 86-23, revisada en 1985) bajo un protocolo aprobado por el Committee on Animal
Research of the Erasmus University (protocolo EUR 365).

Las ratas se tuvieron en ayunas durante una noche pero se les permitio libre acceso al agua antes del experimento.
Después de entubacion endotraqueal, a las ratas se les ventild mecanicamente con una mezcla de isofluorano (-)
N2O/O, a 60 respiraciones/minuto. La temperatura corporal se mantuvo continuamente a 37,5°C colocando a los
animales en una "semi-cubeta" termocontrolada (UNO, Paises Bajos). Se lavaron abundantemente tubos de
polietileno (PE-50, Becton Dickinson; St. Michielsgestel, Paises Bajos) con heparina y se colocaron a través de la
arteria carétida derecha en la aorta y en la vena yugular interna derecha. Los animales no recibieron heparina antes
o durante el experimento.

Se midieron las presiones arteriales medias (MAP) usando transductores (Becton Dickinson) que se conectaron en
linea a un registrador electrénico (Hewlett Packard, 78354-A Alemania) para calcular electronicamente las presiones
medias y para le medicién continua de la presién sanguinea del animal. En condiciones semi-estériles se realizd una
laparotomia media y se colocaron sondas ultrasoénicas de flujo perivascular (Transonic Systems Inc, Maastricht,
Paises Bajos) en la arteria hepatica comun y la vena porta. Se colocd un catéter supra pubico para controlar la
produccién de orina durante y después de la reanimacion.

Después de un periodo de aclimatacion de 20 minutos, las ratas se asignaron aleatoriamente en los siguientes cinco
grupos:

El grupo de choque hemorragico se exanguiné en diez minutos hasta una presion arterial media (MAP) de 40 mmHg
y se mantuvo a este nivel durante 60 minutos extrayendo o re-infundiendo sangre derramada segun lo necesario.
Después de ello, se reanimd a los animales con mas o menos cuatro veces el volumen de la sangre extraida durante
30 minutos con una solucién de NaCl al 0,9%.

El grupo de choque hemorragico + péptido A (LAGV; coédigo de aminoacidos de una letra) experimenté el mismo
procedimiento que el grupo de choque hemorragico pero recibié una unica inyeccion en embolada de 5 mg/kg de
péptido A por via intravenosa 30 minutos después de la induccion del choque.

El grupo e choque hemorragico + péptido B (AQGV) experimenté el mismo procedimiento que el grupo de choque
hemorragico y recibié una Unica inyeccién en embolada de 5 mg/kg de péptido B por via intravenosa, 30 minutos
después de la induccién del choque.

El grupo de choque hemorragico + péptido C (LQGV) experimentd el mismo procedimiento que el grupo de choque
hemorragico y recibié una unica inyeccion en embolada de 5 mg/kg de péptido C por via intravenosa, 30 minutos
después de la induccion del choque.

El grupo simulado experimenté el mismo procedimiento que el grupo de choque hemorragico sin realizan la
hemorragia o la administracién de ningun tipo de péptido.

El flujo sanguineo arterial hepético (QHA) y el flujo sanguineo venoso de la porta hepatica (QVP) se midieron con
sondas ultrasonicas de flujo perivascular en tiempo transitorio, conectadas a un medido de ultrasonidos (T201;
Transonic Systems, Inc., Maastricht, NL). La hemodinamica sistémica y hepatica se midieron de forma continua. En
momentos puntuales regulares se tomaron muestras de sangre arterial. Los animales se sacrificaron extrayendo la
sangre arterial mediante la arteria carétida.

Procedimiento de recogida de sangre, tejido, y células

Recogida y almacenamiento de plasma: Se obtuvo sangre arterial completa a -15, 30, 60, 90, 120, 150 y 180
minutos después de la induccién del choque a través de la arteria carétida derecha y se recogié por duplicado. Se
colocaron 0,2 ml en tubos (Eppendorf EDTA KE/1,3) para ensayarse en el contador coulter (-). Se colocaron 0,5 ml
en tubos Minicollect (Bio-ona, Greiner), se centrifugaron durante cinco minutos, se congelaron inmediatamente, y se
almacenaron a -80°C, hasta que se ensayaron. Todos los ensayos se corrigieron para el hematocrito.
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Medicién de citoquinas (aln en progreso): Los niveles de IL-6, e IL-10 en el suero se determinaron mediante un
ELISA (R&D Systems Europe Ltd) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Histologia (aun en progreso): Se examinaron las alteraciones en la morfologia del pulmoén, el higado, el intestino
sigmoideo y delgado en animales con operacion simulada, en animales después de hemorragia por traumatismo y
en animales después de hemorragia por traumatismo tratados con péptido A, B o C. Todos los tejidos se recogieron
por duplicado. Una parte se recogio y fijo en formalina (Sigma) y después de embebid en parafina. La otra parte se
coloco en tubos (viales NUNC Cryo tube™), se congeld rapidamente en nitrégeno liquido y se almacené a -80°C
hasta ensayarse.

Resultados

Presion arterial media: La MAP bajé en todos los grupos de choque significativamente durante la fase de choque en
comparacion con el grupo de control.

Hematocrito: El hematocrito después de la hemorragia por traumatismo fue similar en los diferentes grupos tratados
y no tratados con péptido A, B y C. Durante la fase de choque hubo una diferencia de hematocrito en el grupo de
control en comparacién con los otros grupos. A partir de la fase de reanimaciéon (90 minutos) no hubo diferencias
significativas en el hematocrito entre los grupos de control, hemorragia por traumatismo, y péptido.

Reclutamiento de leucocitos: Durante la hemorragia por traumatismo, los leucocitos bajaron desde el 100% en TO en
todos los grupos hasta un minimo del 40,0 + 11,9%, 42,0 + 8,7%, 47,3 + 12,4%, 38,2 + 7,4% respectivamente en el
grupo no tratado, tratado con péptido A, tratado con péptido B y tratado con péptido C a causa de la acumulacion de
leucocitos en la microcirculacion esplacnica. No hubo diferencias significativas en la concentraciéon de leucocitos
entre todos los grupos de hemorragia por traumatismo tratados y no tratados, y el grupo de control durante la fase
de choque. No se apreci6 diferencia significativa entre los animales tratados con péptido A, B o C y los animales no
tratados.

Concentraciones sanguineas de macréfagos y granulocitos: En 180 min. después del inicio de la hemorragia por
traumatismo, las concentraciones de macrofagos (Mo) y granulocitos en circulacion fueron significativamente
inferiores en los animales tratados con péptido B y C en comparacion con el grupo experimental correspondiente.
Los niveles sanguineos de My y granulocitos en circulacién fueron de 5,556 + 1,698 10%1 en animales de operacién
simulada mientras que los niveles sanguineos fueron de 6,329 + 1,965 10%1 después de la hemorragia por
traumatismo, y disminuyeron en un 29,9% después de la administracion de péptido B (4,432 + 0,736 10%1) y un
39,2% después de la administracion de péptido C (3,846 + 0,636 1 09/I) en comparacién con las concentraciones
después de la hemorragia por traumatismo.

Flujo sanguineo hepético arterial: Hubo una disminucién en el flujo sanguineo hepatico arterial en el grupo de
choque (18,3 + 14,3%) y en el grupo de péptido A (21,3 + 9,1%), B (18,1 £ 9,0%) y C (21,2 + 8,6%) durante el
periodo de choque en comparacion con el grupo de control (102,6 + 23,5%). Se observé un aumento en el flujo de
sangre durante la reperfusiéon en la arteria hepatica del grupo de choque (128,9 + 75,4%) en comparacion con
animales de control (83,7 + 24,2%) y los animales tratados con péptido B (78,4 + 28,3%).

La hemorragia por traumatismo provoca estrés hipéxico que debido a la reduccién absoluta en el volumen de sangre
en circulacion. En contraste, la sepsis es un estado inflamatorio mediado principalmente por productos bacterianos.
Es interesante que estas amenazas divergentes manifiesten alteraciones patofisioldgicas similares en términos de la
circulacion esplacnica.

El choque hemorragico aumenta significativamente la acumulacion de leucocitos en la microcirculacién esplacnica
debido a la regulacién positiva de selectina P. La expresion de la molécula de adhesion intercelular dentro de la
vasculatura muscular intestinal después del choque hemorragico promueve el reclutamiento local de leucocitos, y
esta respuesta inflamatoria esta acompafada por la posterior alteracion de la funcién intestinal.

La adhesion y extravasacion de neutréfilos no solamente contribuyen a la respuesta inflamatoria response en el
lecho tisular esplacnico sino que también inducen fallo microcirculatorio intestinal y disfuncién después de estrés
severo. Esto esta mediado por la expresién inducida de moléculas de adhesion, tales como selectinas y moléculas
de adhesion celular endotelial, sobre la superficie de neutréfilos y células endoteliales.

En estos experimentos de choque, la concentracidon de leucocitos disminuye significativamente durante el choque
hemorragico en comparacion con los animales de control. Sin embargo, una Unica dosis de péptido B o C
administrado durante la reanimacion, disminuia las concentraciones de macréfagos y granulocitos en circulacion 120
minutos después del inicio del choque hemorragico en comparacién con los animales no tratados.

Como algunas hormonas sexuales femeninas protegen de forma eficaz los érganos del fallo circulatorio después de
diversas afecciones circulatorias adversas, se han realizado numerosos estudios para aclarar el mecanismo
molecular de, por ejemplo, la accién del estradiol con respecto a la circulacion tisular. En este estudio, se administré
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una unica dosis de péptido después de hemorragia por traumatismo y se midieron diversos pardmetros a las 3 horas
después de la induccion del choque. El tratamiento con péptidos mejord o restaurd los parametros funcionales
inmunes y las funciones cardiovasculares. Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que la administracion de
oligopéptidos cortos (NMPF) es beneficiosa en el tratamiento de victimas de traumatismo criticamente enfermas que
experimentan choque hemorragico.

Ejemplo 2

ANTECEDENTES: EI choque hemorragico seguido de reanimacion induce una respuesta pro-inflamatoria masiva,
que puede culminar en sindrome de respuesta inflamatoria severa, fallo multiorganico y finalmente muerte. Los
tratamientos dirigidos a inhibir los efectos de las citoquinas pro-inflamatorias son solamente eficaces cuando se
inician antes del inicio del choque hemorragico, lo que limita mucho su aplicacion clinica.

OBJETIVO: Investigamos si la administraciéon de oligopéptidos sintéticos (LQGV, AQGV, LAGV) 30 minutos después
de la induccién del choque hemorragico reducia la respuesta inflamatoria.

METODOS: Se exanguiné a las ratas al 50% de la presién arterial media basal y una hora después se reanimaron
por transfusion de sangre autdloga. Treinta minutos después del inicio del choque hemorragico, los grupos
experimentales recibieron uno de los oligopéptidos sintéticos (LQGV, AQGV, LAGV) o solucion de NaCl al 0,9%. Se
determinaron los niveles plasmaticos de TNF-a e IL-6 en momentos puntuales fijos antes y después del inicio del
choque hemorragico. Se determinaron los niveles de ARNm en higado, pulmones, ileo y sigmoideo para TNF-a, IL-6
e ICAM-1 180 minutos después del inicio de la hemorragia.

RESULTADOS: El tratamiento con uno de los tres oligopéptidos (LQGV, AQGV, LAGV) redujo de forma eficaz los
niveles plasmaticos de TNF-a e IL-6 asi como los niveles de transcrito de ARNm de TNF-a e IL-6 en el higado.

CONCLUSION: Considerando estos poderosos efectos de los oligopéptidos durante choque hemorragico severo,
pueden tener potencial terapéutico con efectos beneficiosos sobre hiper-inflamacion, reduciendo de este modo el
dafo tardio en tejidos y 6rganos potencialmente mortal que esta asociado con choque hemorragico severo.

INTRODUCCION: En choque hemorragico existe una pérdida masiva de sangre, que no puede compensarse por el
organismo sin tratamiento. El tratamiento primario del choque hemorragico es controlar el sangrado y restaurar el
volumen intravascular para mejorar la perfusion tisular. Este tratamiento induce una respuesta inflamatoria, que
Puede culminar en una respuesta inflamatoria severa y finalmente en sindrome de disfuncion mutiorganica (MODS)

Ademas aproximadamente el 40% de los pacientes desarrolla sepsis como resultado de hemorragia por
traumatismo .. La sepsis y el MODS son las causas principales de muerte en pacientes crltlcamente enfermos en la
unidad de cuidados intensivos en el mundo con tasas de mortalidad de aproximadamente el 50% ™

La respuesta inflamatoria severa debida a hemorragia por traumatismo se caracteriza por una expresion aumentada
de moléculas de adhesion, tales como la molécula-1 de adhesion intracelular (ICAM-1) y la molécula-1 de adhesién
celular vascular (VCAM-1), en las células endoteliales sinusoides y los hepatocitos. Ademas, se encuentran nlveles
aumentados de citoquinas pro-inflamatorias de forma sistémica y local en higado, pulmones e intestino 6789 | as
citoquinas pro-inflamatorias producidas son, en particular, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), mterleuqulna (IL)-
1B e IL-6 101112 Estas citoquinas afectan a la integridad/funcién de los o6rganos directamente, pero también
indirectamente a través de mediadores secundarios, tales como oxido nitrico, tromboxanos, leucotrienos, factor
activador de plaquetas, prostaglandinas, y el complemento (314 E| TNF-o. también causa la liberacion del factor
tisular por células endoteliales, lo que conduce a deposicion de flbrlna y coagulacion intravascular diseminada 15,161
Las células dentro del higado, principalmente las células de Kupffer, pero también los hepatocitos y las celulas
endoteliales sinusoides, se consideran los productores principales de estas citoquinas pro-inflamatorias durante el
choque hemorragico f

En la ultima década, los investigadores se han centrado en la modulacion de las respuestas inflamatorias sistémicas
con agentes terapéuticos dirigidos a neutralizar la actividad de citoquinas, especialmente TNF-a ('8l Otros
investigadores usaron agentes terapéuticos dirigidos a la inhibicion de la produccion de TNF-a (9 Sin embargo, la
mayoria de estos agentes terapéuticos debe administrarse antes del inicio del choque hemorraglco para conseguir
un efecto terapéutico 19 Claramente, esto es casi imposible en un entorno clinico de hemorragia por traumatismo.
Por lo tanto, las teraplas iniciadas después de la aparicion de la hemorragia severa por traumatismo y dirigidas a
reducir la produccion de citoquinas pro-inflamatorias son mas relevantes para prevenir los eventos que conducen a
MODS.

Durante el embrazo, el sistema inmune materno tolera al feto reduciendo la respuesta inmune mediada por células
reteniendo al mismo tiempo la inmunidad humoral normal 201 Ademas, remiten los sintomas clinicos de
enfermedades autoinmunes mediadas por células en muchas pacientes durante el embarazo 2 La hormona
gonadotropina coriénica humana (hCG) se secreta principalmente por sincitiocitotrofoblastos placentarios durante el
embarazo y ha demostrado ser inmuno-reguladora (212223 | a subunidad B de hCG se degrada por enzimas
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proteoliticas especificas 24 Esto puede conducir a la liberacion de varios oligopéptidos que constan de cuatro a
siete aminoacidos que, a causa de su papel en la regulacién de procesos fisioldgicos, se consideran reguladores 23]
Demostramos satisfactoriamente que oligopéptidos sintéticos pueden inhibir la respuesta inflamatoria aguda, la
gravedad de la enfermedad, y la mortalidad en sindrome de respuesta inflamatoria sistémica inducida por elevada
dosis de lipopolisacarido 281" Considerando estos poderosos efectos reguladores de los oligopéptidos sintéticos
sobre la inflamacion, hipotetizamos que la administracién de dichos oligopéptidos reguladores después de
hemorragia severa por traumatismo podria inhibir la respuesta inflamatoria masiva, asociada con esta afeccion. Para
este fin, usamos LQGV, que es parte de la estructura primaria del bucle dos de la subunidad B de hCG, y dos
variantes de remplazo con alanina, concretamente AQGV y LAGV.

En este estudio demostramos que LQGV, AQGV y LAGV, administrados después de la induccion de choque
hemorragico en ratas, reducian significativamente los niveles plasmaticos de TNF-a e IL-6, que estén asociados con
niveles reducidos de transcrito de ARNm de TNF-a e IL-6 en el higado. Esto indica que LQGV, AQGV, LAGV
pueden tener potencial terapéutico con efectos beneficiosos sobre la inflamacion sistémica, reduciendo de este
modo la integridad/funcién de los 6rganos, que esta asociada con choque hemorragico severo.

Materiales y métodos
Animales

Se usaron ratas Wistar macho adultas libres de patdégeno especifico (Harlan CPB, Zeist, Paises Bajos), que pesaban
350-400 g. Los animales se alojaron en condiciones de aislamiento a 25°C con un ciclo de luz/oscuridad de doce
horas, y se les dejé pienso y agua ad libitum. El protocolo experimental se aprobé por el Animal Experiment
Committee under the Dutch Experiments on Animals Act y estaba adherido a las normas impuestas en esta
legislacién nacional que cumple la implementacion de las "Guidelines on the protection of experimental animals" por
el Consejo de Europa (1986), Directiva 86/609/EC.

Oligopéptidos sintéticos: Los oligopéptidos (LQGV, AQGV y LAGV) se sintetizaron por Ansynth Service B.V.
(Roosendaal, Paises Bajos) y se disolvieron en NaCl al 0,9% a una concentracion de 10 mg/ml.

Procedimientos quirtrgicos: Se privo a las rayas de pienso durante una noche antes del experimento, pero se les
dejo agua ad libitum. Se anestesié a las ratas usando una mezcla de N,O/O; isofluorano (Pharmachemie B.V.,
Haarlem, Paises Bajos). La temperatura corporal se mantuvo continuamente a 37,5°C colocando a las ratas en una
'semi-cubeta' termocontrolada (UNO, Rotterdam, Paises Bajos). Se realizd entubacion endotraqueal, y las ratas se
ventilaron a 60 respiraciones por minuto con una mezcla de N>O/O; isofluorano al 2%. Se lavaron abundantemente
tubos de polietileno (PE-50, Becton Dickinson; St. Michielsgestel, Paises Bajos) con heparina y se colocaron a
través de la arteria carétida derecha en la aorta y en la vena yugular interna derecha. Las ratas no recibieron
heparina antes o durante el experimento.

Procedimientos experimentales: Después de un periodo de aclimatacion de 15 minutos, las ratas se asignaron
aleatoriamente en cinco grupos diferentes: 1) simulado, 2) choque hemorragico (HS), 3) choque hemorragico con
tratamiento con LQGV (HS/LQGV), 4) choque hemorragico con tratamiento con AQGV (HS/AQGV) y 5) choque
hemorragico con tratamiento con LAGV (HS/LAGV). El choque hemorragico se indujo por extraccion de sangre,
reduciendo el volumen de sangre en circulacion hasta que alcanzé una presion arterial media (MAP) del 50% de los
mmHg normales. Este nivel de hipotension se mantuvo durante 60 minutos. Después de 30 minutos, las ratas
recibieron una unica inyeccion en embolada de 10 mg/kg de LQGV, AQGV, LAGV o solucion de NaCl al 0,9%. Los
péptidos y las dosificaciones se basaron en estudios previos, en que se realizaron experimentos de escala de dosis
(manuscrito en preparacion). Sesenta minutos después de la induccion del choque hemorragico, se reanimé a las
ratas por transfusion de sangre autéloga durante un periodo de 30 minutos y se controlaron durante otros 120
minutos después de lo cual se sacrificaron (Fig.7A). Los animales simulados experimentaron el mismo
procedimiento quirdrgico que los animales de choque hemorragico, pero sin realizar la hemorragia y la
administracion de péptidos.

Recogida y almacenamiento de plasma: Se obtuvo sangre arterial 15 minutos antes y 30, 60, 90, 120, 150 y 180
minutos después del inicio de la hemorragia (Fig. 7A). Después de la extraccién de sangre, se determinaron las
cantidades de leucocitos usando un contador coulter (Beckman Coulter, Mijdrecht, Paises Bajos) y se corrigieron
para el hematocrito. Se colocaron aproximadamente 0,3 ml de sangre en tubos mini collect (Greiner, Bio-ona, Alphen
a/d Rijn, Paises Bajos), se obtuvo el plasma por centrifugacion (1500 r.p.m.; 5 minutos), se congelé inmediatamente,
y se almacené a -80°C, hasta ensayarse.

Mediciones de la presion arterial media: Durante los experimentos, se midié continuamente la presion arterial media
(MAP) usando transductores (Becton Dickinson) que estaban conectados en linea a un registrador electrénico
(Hewlett Packard, 78354-A, Alemania).

Recogida almacenamiento de tejido: Se retiraron quirdrgicamente el higado, los pulmones, el ileo y el sigmoideo al
final del experimento, se congelaron instantaneamente, y se almacenaron a -80°C, hasta ensayarse.
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Medicion de citoquinas: Se determinaron los niveles plasmaticos de TNF-a e IL-6 por ELISA (R&D Systems Europe
Ltd, Abingdon, RU), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Evaluacioén de los niveles de ARNm por PCR cuantitativa a tiempo real (RQ): Se aisl6 el ARN usando un kit QIAGEN
(QIAGEN, Hidden, Alemania), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se determinaron los transcritos de
TNF-a, IL-6 e ICAM-1 por RQ-PCR usando una maquina de PCR Applied Biosystems 7700 (Foster City, CA, EEUU)
como se ha descrito previamente 7] Se cuantifico la expresion de TNF-qa, IL-6 e ICAM-1 por normalizacion frente a
GAPDH. Las combinaciones de sondas de cebador usadas se enumeran en la Tabla 1.

Andlisis estadistico: El analisis estadistico se realiz6 usando el software SPSS version 11 (SPSS Inc., Chicago, lll).
Las diferentes entre grupos se analizaron con el ensayo estadistico de Kruskal-Wallis. Si el ensayo estadistico de
Kruskal-Wallis daba un resultado de p < 0,05, se realizaba un ensayo de comparacién multiple de Dunn y p < 0,05
se consideraba estadisticamente significativo.

Resultados

Induccion de choque hemorragico: Disminuir la MAP al 50% del normal inducia choque hemorragico, que se
mantuvo satisfactoriamente durante 60 minutos en los cuatro grupos experimentales (Fig. 7B). No se observaron
cambios en la MAP en las ratas de tratamiento simulado (Fig. 7B). Se observd una disminucion en el porcentaje de
leucocitos sanguineos en los cuatro grupos experimentales después de la extraccion de sangre (Fig. 7C). Sesenta
minutos después del choque hemorragico, las ratas se reanimaron con su propia sangre para inducir reperfusion
organica, que estaba asociada con una normalizacién del nivel de leucocitos (Fig. 7C).

El tratamiento con oligopéptido reduce los niveles de citoquinas pro-inflamatorias: Se evalu6é la capacidad
terapéutica de tres oligopéptidos sintéticos (LQGV, AQGV, LAGV) relacionados con la estructura primaria del bucle
dos de la subunidad B de hCG en un modelo de rata de choque hemorragico. Antes de la induccion de la
hemorragia, los niveles plasmaticos de TNF-a eran comparable en los cinco grupos (~15-24 pg/ml) (Fig. 8). En el
grupo HS, los niveles de TNF-a comenzaron a aumentar treinta minutos después de la induccion del choque
hemorragico y aumentaron significativamente después se sesenta minutos, en comparacién con el grupo simulado
(264 pg/ml frente a 24 pg/ml, respectivamente; p < 0,01). Los niveles de TNF-a alcanzaron un maximo de 374 pg/ml
después de 90 minutos en el grupo HS, después de lo cual los niveles disminuyeron de nuevo pero siempre
permaneciendo aumentados en comparacion con el grupo simulado (Fig. 8). En contraste, ninguno de los grupos HS
tratados con oligopéptido (HS/LQGV, HS/AQGV, HS/LAGV) mostré un aumento en los niveles plasmaticos de TNF-a
durante el experimento (Fig. 8). Se sabe que los niveles de IL-6 aumentan en un momento posterior que TNF-a
después de choque hemorragico severo 12 por Io tanto, se determinaron los niveles de IL-6 en muestras de
sangre recogidas 120, 150 y 180 minutos después del inicio del choque hemorragico. En el grupo HS, los niveles
plasmaticos de IL-6 estaban significativamente aumentados en comparacion con el grupo simulado a los 120
minutos (1704 pg/ml frente a 338 pg/ml, respectivamente; p < 0,001), a los 150 minutos (2406 pg/ml frente a 316
pg/ml, respectivamente; p < 0,001) y a los 180 minutos (2932 pg/ml frente a 369 pg/ml, respectivamente; p < 0,001)
(Fig. 9). Aunque los niveles de IL-6 tendian a aumentar un poco en las ratas HS/tratadas con oligopéptido en
comparaciéon con las ratas de tratamiento simulado, estos nunca alcanzaron significancia. El tratamiento con
oligopéptidos después de choque hemorragico (HS/LQGV, HS/AQGV, HS/LAGV) provocé una reduccion
significativa de los niveles plasmaticos de IL-6 en comparacién con el grupo de choque hemorragico no tratado (HS)
(Fig. 9). Estos datos demuestran que el tratamiento con una unica dosis de LAGV, AQGV, o LAGV después de la
induccion de choque hemorragico provoca una reduccion significativa de los niveles plasmaticos de TNF-a e IL-6.

El tratamiento con oligopéptido reduce los niveles de ARNm de TNF-« e IL-6 pero no de ICAM-1 en el higado: Como
el tratamiento con oligopéptido disminuye claramente los niveles plasmaticos de TNF-a e IL-6, se analizaron los
niveles de ARNm en tejido de higado, pulmones, ileo y sigmoideo a los 180 minutos después del inicio del choque
hemorragico. En el higado, los transcritos de TNF-o aumentaban significativamente en el grupo HS en comparacion
con el grupo simulado. El tratamiento con oligopéptido estaba asociado con disminucién en los transcritos de TNF-a
en el higado en comparacion con ratas HS no tratadas mostrando solamente HS/LQGV una reduccion significativa
en comparacion con HS (p < 0,01; Fig. 10A).

En el grupo HS, los transcritos de IL-6 en el higado se aumentaron en ~83 veces en comparacion con el grupo
simulado (p < 0,001; Fig. 10B). Ninguno de los grupos tratados con oligopéptido mostré un aumento en el ARNm de
IL-6 en comparacion con el grupo de tratamiento simulado. El tratamiento con LQGV y AQGV provocd una reduccion
significativa en los transcritos de ARNm de IL-6 en comparacién con el grupo HS (p < 0,05; Fig. 10B).

Los niveles de transcrito de ICAM-1 en el higado aumentaron significativamente en el grupo HS en comparacién con
el grupo simulado (Fig. 10C). El tratamiento con oligopéptido durante el choque hemorragico (HS/LQGV, HS/AQGV,
HS/LAGV) no afectaba a los niveles de transcrito de ICAM-1 en el higado (Fig. 10C). En tejido de pulmones, ileo y
sigmoideo no pudieron observarse diferencias significativas entre los diversos grupos para TNF-a, IL-6 e ICAM-1
(datos no mostrados). Estos datos indican que el tratamiento con oligopéptido después de choque hemorragico
disminuye los niveles de transcrito de citoquinas pro-inflamatorias en el higado pero no reduce los niveles de
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transcrito de ICAM-1.
Discusion

En este estudio usamos un modelo de rata de choque hemorragico y demostramos que la administracion de
oligopéptidos sintéticos (LQGV, AQGV, LAGV) 30 minutos después de la induccion del choque, reduce de forma
eficaz los niveles de citoquinas pro-inflamatorias asociados con esta afeccion. Nuestros datos demuestran que es
una consecuencia probable de la expresion reducida de niveles de transcrito de ARNm de citoquinas pro-
inflamatorias en el higado.

El choque hemorragico estd asociado con una adherenC|a temprana de leucocitos al endotelio vascular como
resultado de un volumen disminuido de sangre 28 En nuestro modelo se detecté una disminucién en el porcentaje
de leucocitos en los cuatro grupos experlmentales después de la extraccion de sangre. Esto indica que todos los
grupos experimentales experimentaron choque inducido por hemorragia. La reanimacién provocé un aumento en los
porcentajes de leucocitos en los grupos experimentales.

El choque hemorragico seguido de reanimacién induce una respuesta inflamatoria severa, que se caracteriza por
una produccion exagerada de citoquinas pro-inflamatorias tempranas, tales como TNF-a, IL13, y posteriormente IL-6
01112 E| TNF-a es un mediador clave del sistema inmune innato que es crucial para la generacion de una
respuesta inmune protectora local contra agentes infecciosos o no infecciosos . Sin embargo, la produccion masiva
e incontrolada de TNF-a es letal, ya que se propaga por el torrente sanguineo a otros érganos induciendo de este
modo dafio tisular y promoviendo la produccién de mediadores pro-inflamatorios secundarios, tales como IL6 fo

A pesar de la mejora en las estrategias de tratamiento, los pacientes de hemorragia por traumatismo ain pueden
desarrollar respuesta inflamatoria severa que conduce a MODS y finalmente muerte. Las estrategias de tratamiento
experimental dirigidas a neutralizar citoquinas bioactivas, tales como anticuerpos monoclonales contra TNF-a, se
han aplicado satisfactoriamente en varios trastornos inflamatorios, incluyendo enfermedad de Crohn y artritis
reumatoide ?°2%. Sin embargo, estudios clinicos que usaban anticuerpos monoclonales contra TNF-o. no mostraron
efecto clinico en pacientes de traumatismo B Se ha sugerido que los anticuerpos neutralizantes de TNF-a causan
la acumulacién de una gran combinacion de TNF-a/anti-TNF-a, que actia como un depésito de liberacién lenta que
puede conducir a un aumento de TNF-a activo constante B2l Por lo tanto, puede ser mas beneficioso apuntar a
terapias que disminuyan la produccion de TNF-a e IL-6 para limitar el dafo tisular y las tasas de mortalidad en
pacientes de hemorragia por traumatismo que la neutralizar las citoquinas ya producidas.

En choque hemorragico, se secreta TNF-o en minutos después de la estimulacion celular, aunque la produccién se
detiene después de tres horas, y los niveles plasmaticos de TNF-a se vuelven casi indetectables ™. Demostramos
que los oligopéptidos reguladores (LQGV, AQGV, LAGV), administrados 30 minutos después de la induccién de
choque hemorragico, reducian significativamente los niveles plasmaticos de TNF-a e IL-6. Que el efecto sobre la
produccién de IL-6 sea directo, o indirecto debido a los reducidos niveles plasmaticos de TNF-a no puede concluirse
a partir de nuestros datos. No obstante, establecer una reduccién de IL-6 es de importancia clinica, porque elevados
niveles plasmaticos de IL-6 se correlacionan con un mal resultado y una supervivencia disminuida en pacientes con
traumatismo severo e infeccion P*3¥. Las células dentro del higado se consideran los productores principales de
citoquinas pro-inflamatorias durante el choque hemorragico ") Los niveles de transcrito de TNF-a. e IL-6 estaban
significativamente aumentados en los higados del grupo HS. El tratamiento con LQGV, AQGV o LAGV se asocio con
una reduccion en los transcritos de TNF-a e IL-6 en higado, lo que puede ser indicativo de una activacion
transcripcional disminuida. Otra caracteristica importante de las células endotellales ]y los hepatocitos durante el
choque hemorragico es la expresion aumentada de la molécula de adhesion ICAM- 1 78T Nuestro estudio confirma la
expresion aumentada de ICAM-1 en el higado después de choque hemorragico. Sin embargo, el tratamiento con
LQGV, AQGV, o LAGV no provocaba reduccion en la expresion de ICAM-1. Esto podria deberse a la incapacidad de
los oligopéptidos de impedir la induccion de la transcripcion de ICAM-1. En pulmones, ileo y sigmoideo, no
detectamos efectos del choque hemorragico sobre la induccién de transcritos de TNF-a, IL-6 e ICAM-1. Esto
confirma que es higado es el prlmer org}ano en que se inicia la respuesta inflamatoria después de choque
hemorragico y reanimacion con fluido

En la bibliografia esta bien descrito que hCG puede regular el sistema inmune, a causa de su papel putativo en la
prevencién del rechazo del aloinjerto fetal durante el embarazo 3536 La CG humana ejerce su funcion uniéndose a
receptores unidos a membrana especificos, que activan mensajeros secundarios BT sSe espera que los
oligopéptidos crucen las membranas celulares sin requerir receptores unidos a membrana 38] y ejerzan sus efectos
de forma intracelular. Este estudio y estudios en curso en nuestro laboratorio demuestran que estos oligopéptidos
tienen un efecto regulador distinto sobre la expresion de genes implicados en las vias inflamatorias y la inmunidad.
No obstante, es necesaria investigacion sobre el mecanismo de accién de los péptidos relacionados con hCG que
regulan la expresién génica.

Recientemente se publicd un estudio en que el dipéptido AG inhibia la expresion de ARNm de citoquinas pro-
inflamatorias en el higado después de choque hemorragico B9 sin embargo, se requeria una dosis muy elevada de
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péptido AG (150 mg/kg), donde observamos claros efectos usando 10 mg/kg en nuestro estudio. No obstante, este y
nuestro estudio indican que el uso de oligopéptidos especificos puede considerarse como agentes terapéuticos para
el tratamiento de la respuesta inflamatoria después de traumatismo severo.

En resumen, una Unica administracién de un oligopéptido sintético (LQGV, AQGV, LAGV) después de la induccion
de hemorragia severa por traumatismo reduce la posterior respuesta pro-inflamatoria. Estos datos sugieren que
estos oligopéptidos tienen potencial terapéutico, para minimizar el posterior dafo tisular y organico potencialmente
mortal que esta asociado con hemorragia severa por traumatismo.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de al menos un tetrapéptido aislado o sintético seleccionado entre el grupo que consiste en LQGV, AQGV y
LAGYV y derivados funcionales de los mismos, donde un resto de L-aminoéacido esté sustituido con un D-aminoacido,
0 una sal de adicion de &cido o base farmacéuticamente aceptable del mismo, para la produccion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de un sujeto que padece o se cree que esta padeciendo hemorragia
por traumatismo.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicho péptido se selecciona entre el grupo que consiste en LQGV,
AQGV y LAGV.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende el uso de una mezcla de (i) un tetrapéptido
seleccionado entre el grupo que consiste en LQGV, AQGV y LAGV vy (i) un péptido adicional capaz de reducir los
niveles de citoquinas pro-inflamatorias en un modelo animal de hemorragia por traumatismo o choque hemorragico.
4. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho tetrapéptido es LQGV.

5. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho tetrapéptido es AQGV.

6. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho tetrapéptido es LAGV.

7. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde dicho tratamiento de hemorragia por

traumatismo también comprende proporcionar a dicho sujeto sangre o productos sanguineos tales como glébulos
rojos (RBC), plaquetas, plasma, o combinaciones de los mismos.
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- Traqueotomia + entubacion
- Ventilacion con isofluorano/0O2/N;0O

- Canulacion de la arteria carotida y la vena yugular

- Laparotomia, insercién de sondas de flujo perivascular
- Catéter supra pubico

- Recubrimiento del intestino

X

CHOQUE | .
60 min

Reanimacion
30 min.

Sacrificio de las ratas
Recogida de 6rganos

sA1] saz| [ sas| [sas| [sas| [sas| [saz
.1511 | 0” : 30» 60# : gon . '20'_, . 150” J 1803! .

Modelo de choque hemorragico (HS)
( *=tiempo de administracion de péptido A, B o C en los grupos de péptido)

FIG. 1
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significativo k=P<0,05 sk = P<0,001 sk = P<0,0001

FIG. 10
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