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RESUMDO

FORMULAGCOES DE ENTREGA DE PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS PARA A
CICATRIZAGAO DE FERIDAS

A presente divulgacdo diz respeito a formulacdes de entrega de
peptideos antimicrobianocs para a cicatrizacdo de feridas, em
particular diz respeito a uma composicdo que compreende pelo
menos um polimero, pelo menos um péptido antimicrobiano
compreendendo pelo menos uma sequéncia 95% idéntica a sequéncia
SEQ. ID 1, em particular idéntica & SEQ ID 1. E com uma
quantidade terapeuticamente eficaz de todos componentes

anteriores.



DESCRICAO

“FORMULAGCOES DE ENTREGA DE PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS PARA A
CICATRIZAGAO DE FERIDAS”

Dominio técnico

[0001] A presente solucdo diz respeito a uma nova formulacao
para a entrega de um péptido antimicrobiano para melhoria da
cicatrizacéo de feridas. 0 referido péptido é,
preferencialmente, um andlogo de catelicidina. Mais
particularmente, diz respeito a um péptido conjugado com um
polimero de dextrina e pode ser embebido num hidrogel. Em
alternativa, o referido péptido pode ser diretamente
incorporado no hidrogel. Mais particularmente, o referido
hidrogel pode ser carbopol. Esta solucdo destina-se a ser

utilizada em farmdcia e medicina.

Antecedentes

[0002] As feridas constituem uma causa importante de morbidade
e de reducdo da qualidade de vida, absorvendo recursos de saude
substanciais nos paises desenvolvidos. Como exemplo, cada
membro da Unido Europeia despende, em média, 2 a 4% do
respetivo orgcamento de saude com o tratamento de feridas e, sé
nos EUA, todos os anos sdo despendidos 25 mil milhdes de
délares com o tratamento de feridas. Por este motivo, o
desenvolvimento de tratamentos para feridas que sejam seguros,
eficazes, faceis de utilizar e de baixo custo tem vindo a

tornar-se imperativo.

[0003] Os hidrogéis tém sido frequentemente estudados para
aplicacdes farmacéuticas e Dbiomédicas, como, por exemplo,
pensos para feridas e sistemas de entrega de farmacos. Sé&o

compostos por polimeros hidrofilicos de ligacdo cruzada com um
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teor intrinseco de &gua bastante elevado, que proporcionam um
ambiente humido semioclusivo na &area da ferida, absorvem os
exsudatos, reduzem a dor e o tempo de cicatrizacdo e séo
indolores, gquer na aplicacdo, quer na remocdo. A manutencdo de
um ambiente humido é particularmente relevante, dado promover
a proliferacdo de células e a deposicdo de colagénio. Mais
importante, entre os diferentes tipos de pensos disponiveis,
os hidrogéis tém sido descritos como sendo os mais adequados

para feridas de queimaduras de espessura parcial.

[0004] Muitos agentes terapéuticos, incluindo fatores de
crescimento (por exemplo, fator de crescimento epidermal, em
inglés epidermal growth factor EGF, fator de crescimento
transformante Beta, em inglés transforming growth factor Beta
TGF-beta) e hormonas, tém sido utilizados com sucesso no
tratamento de feridas. Contudo, os elevados custos de producgdo
dos mesmos desencorajam a sua aplicacdo. Em particular, tém
sido incorporados em pensos agentes antimicrobianos como a
sulfadiazina de prata, o iodo ou o mel para aplicacdes médicas,
como forma de manter as feridas protegidas contra infecdes. No
entanto, muitos estudos demonstraram que o tratamento apenas
com estes agentes ndo ¢é suficiente para obter a completa
cicatrizacdo da ferida e, em alguns casos, pode resultar em
problemas de toxicidade (Broussard KC, Powers JG. (2013) Wound
Dressings: Selecting the Most Appropriate Type. Am J Clin
Dermatol 14, 449-459) .

[0005] Neste sentido, os péptidos antimicrobianos (AMPs -
Antimicrobial Peptides), que, geralmente, sdo péptidos
pequenos, catidénicos e anfipadticos, surgem como candidatos
adequados para a terapia de feridas. O LL37 é um péptido que
pertence a familia catelicidina de AMPs e é sobre-expresso em
varios tipos de células diferentes. Para além da sua atividade

antimicrobiana, o LL37 revelou estar envolvido na gquimiotaxia



de mastdécitos e leucdecitos, na angiogénese e na promogdo da
cicatrizacdo de feridas. Na verdade, o LL37 é sobre-expresso
na epiderme e no interior da prépria ferida apds a leséo.
Contudo, os mecanismos moleculares através dos quais o LL37
acelera a cicatrizacdo de feridas e envolvidos na melhoria da
cicatrizacdo causada pelo LL37 ndo sdao claros. Recentemente,
utilizando um método mais eficaz em termos econdmicos, foi
produzida uma versdo recombinante deste péptido capaz de manter
a sua atividade antimicrobiana. Na verdade, nesse trabalho, os
autores aproveitaram as propriedades de ligacdo a celulose da
familia III do médulo de 1ligacdo a carboidratos (CBM -
Carbohydrate Binding Module) do Clostridium thermocellum para
purificacdo do péptido. Isto resultou em menos etapas de

purificacdo e em custos de producdo menores.

[0006] Este LL37 recombinante demonstrou acelerar a
cicatrizacdo comprometida de feridas excisionais induzida por
dexametasona em ratinhos C57BL/6 (Ramos R, Silva JP, Rodrigues
AC, Costa R, Guardido L, Schmitt F, Gama M. (2011) Wound healing
activity of the human antimicrobial peptide LL37. Peptides 32,
1469-1476), sugerindo ainda a sua eventual utilizacdo como um

agente terapéutico de baixo custo.

[0007] Regra geral, a administracdo exdgena destes péptidos é
condicionada por toxicidade do féarmaco, bem como pelas
limitacdes em termos de estabilidade e solubilidade. Durante
muito tempo foram utilizados processos de PEGilacdo para
otimizar a estabilidade de proteinas e melhorar a
farmacocinética, mas a nao biodegradabilidade do
poli(etilenoglicol) (PEG) pode inviabilizar a sua utilizacdo.
Uma alternativa promissora consiste na conjugacdo do péptido
com dextrina, utilizando um método de succinilacdo previamente
descrito. A dextrina é um polissacarideo aprovado pela FDA,

ndo imunogénico, biocompativel e eficientemente excretado
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gracas ao seu baixo peso molecular; estabiliza o péptido,
protege-o das protéases e constitui em si um sistema de
libertacédo, dado degradar-se mediante contacto com as amilases
presentes no tecido da ferida, libertando o péptido ao longo
do tempo (Hreczuk-Hirst D, Chicco D, German L, Duncan R.
Dextrins as potential carriers for drug targeting: tailored
rates of dextrin degradation by introduction of pendant groups.

Int J Pharm 2001; 230: 57-66).

[0008] N&do obstante, um veiculo adequado pode ajudar a
administrar e a libertar de forma sustentada o péptido. Os
hidrogéis tém sido frequentemente estudados para aplicacdes
farmacéuticas e biomédicas (por exemplo, como pensos para
feridas e sistemas de entrega de farmacos). Sdo semioclusivos
e altamente hidrofilicos, proporcionando humidade na &rea da
ferida, absorvendo os exsudatos, reduzindo a dor e o tempo de
cicatrizacdo e sendo de aplicacdo e remocdo indolor. A
manutencdo de um ambiente humido é particularmente importante,
dado promover o crescimento de células e a deposicdo de

colagénio.

[0009] Em 2012, Ferguson e colaboradores submeteram um pedido
de patente (W02012035310) descrevendo um sistema para entrega
de colistina (um AMP) em locais de infegdo. A invencgdo baseava-
se na conjugacdo de colistina com dextrina, como um método
para aumentar a biocatividade e biodisponibilidade do péptido,
reduzindo simultaneamente a toxicidade sistémica. No entanto,
a referida patente centra-se na utilizacdo dos referidos
conjugados para combater infecdes, aproveitando-se das
propriedades antimicrobianas da colistina. Na verdade, nao
proporciona qualquer evidéncia de que a utilizacédo de colistina
ou de conjugados dextrina-colistina possa melhorar a
cicatrizacdo de feridas. Além disso, o facto de os conjugados

ndo serem incorporados em nenhum sistema veiculo e ndao



constituirem, em si, um penso, pode inviabilizar a sua
utilizacdo na terapia de feridas, uma vez que requereriam um
regime de doses mais frequentes. Além disso, a administracéo
dos referidos conjugados pode resultar na pronta absorcdo da
colistina, o que pode fazer com que a mesma entre na corrente
sanguinea em concentracgdes elevadas, passiveis de induzir
efeitos adversos. Para além disto, ao limitar a utilizacdo de
dextrina com um peso molecular superior a 5.000 g/mol, a
referida invencdo ndo compreende a utilizacdo da maioria das

dextrinas comercialmente disponiveis (por exemplo, Tackidex®,

Koldex®) .

[0010] Estes factos sdo divulgados por forma a ilustrar o

problema técnico solucionado pela presente divulgacéo.

Descrigdo geral

[0011] A presente divulgacdo diz respeito a uma nova formulacdo
para a entrega sustentada de wum AMP para melhoria da
cicatrizacdo de feridas. Esta nova formulacdo compreende um
AMP que é conjugado com um polimero de dextrina, um polimero
de carbopol ou misturas dos mesmos. Os referidos AMP e polimero

de dextrina podem ainda ser embebidos num hidrogel.

[0012] A conjugacdo do AMP com o polimero de dextrina, polimero
de carbopol ou misturas dos mesmos apresenta as seguintes

vantagens:

estabiliza o péptido;

impede que o péptido seja prontamente degradado por
protéases no ambiente agressivo do tecido da ferida;
permite a libertacdo sustentada do péptido a medida que
o polimero de dextrina se degrada por exposicdo as a-

amilases presentes na ferida.



[0013] A conjugacdo do AMP com polimero de dextrina, polimero
de carbopol ou misturas dos mesmos pode, ainda, ser embebida
num hidrogel, o qual proporciona o ambiente humido necesséario
no local da ferida e também atua como um veiculo para a
aplicacdo toépica dos conjugados. No geral, a formulacdo de
hidrogel contendo AMP apresenta as vantagens de melhorar e
estimular a cicatrizacdo adequada da ferida, ¢é segura, féacil
de aplicar e de remover, mantém um ambiente humido adequado no
interior do local da ferida e mantém a ferida protegida das

infecbes, devido a presenca do péptido antimicrobiano.

[0014] Um aspeto do presente objeto da invencdo esta

relacionado com uma composicdo compreendendo:

um polimero selecionado a partir da seguinte lista:
polimero de dextrina, polimero de carbopol ou misturas
dos mesmos, e;

pelo menos um péptido antimicrobiano, compreendendo, pelo
menos, uma sequéncia 95% idéntica a sequéncia SEQ. ID 1
— KEFKRIVKRIKKFLRKLV;

com uma quantidade terapeuticamente eficaz de todos os
componentes anteriores, em particular, preferencialmente,

96%, 97,%, 98%, 99% idéntica ou idéntica a SEQ ID 1.

[0015] Numa outra forma de realizacdo, a composicdo da presente
invencdo pode compreender dextrina e um péptido antimicrobiano
compreendendo, pelo menos, uma sequéncia 95% idéntica a SEQ ID
1, em particular, preferencialmente, 96%, 97,%, 98%, 99%
idéntica, mais preferencialmente um péptido antimicrobiano

compreendendo a SEQ ID 1.

[0016] Numa outra forma de realizacdo, a composicdo da presente
invencdo pode compreender carbopol e um péptido antimicrobiano

compreendendo, pelo menos, uma sequéncia 95% idéntica a SEQ ID



o) [e) [e)

1, em particular, preferencialmente, 96%, 97,%, 98%, 99%
idéntica, mais preferencialmente um péptido antimicrobiano

compreendendo a SEQ ID 1.

[0017] Numa outra forma de realizacdo, a composicdo da presente
invencdo pode compreender dextrina, carbopol e um péptido
antimicrobiano compreendendo, pelo menos, uma sequéncia 95%
idéntica a SEQ ID 1, em particular, preferencialmente, 96%,
97,%, 98%, 99% idéntica, mais preferencialmente um péptido

antimicrobiano compreendendo a SEQ ID 1.

[0018] Numa outra forma de realizacgdo, a composicdo da presente
invencdo pode ainda compreender um hidrogel, em particular
carbopol, matrigel, &cido hialurénico, dextrano, alginato,

colagénio, entre outros.

[0019] Numa outra forma de realizacdo, a concentracdo do
péptido antimicrobiano da composicdo da presente invencédo pode

ser entre 1 - 20 uM, em particular 10 - 12 uM.

[0020] Numa outra forma de realizacdo, a concentracdo de
dextrina da composicdo da presente invencdo pode ser entre 5
- 10 mg/ml, em particular 2 - 3 mg/ml. Numa outra forma de
realizacdo, a composicdo da presente invencdo pode ainda
compreender um polimero de dextrina compreendendo um peso
molecular entre 1.000 - 20.000 g/mol, preferencialmente o
polimero de dextrina tem um peso molecular entre 1.000 - 5.000

g/mol.

[0021] Numa outra forma de realizacdo, a concentracdo do

carbémero, em particular carbopol, na composicdo da presente

invencdo pode ser entre 0,2 - 1% (p/v), em particular 0,4 -
0,6% (p/v).



[0022] Outro aspeto da presente invencdo estd relacionado com
a utilizacdo da composicgdo como uma composicdo farmacéutica,

médica, veterindria ou cosmética.

[0023] Numa outra forma de realizacgdo, a composicdo da presente
invencdo pode ser uma formulacdo tépica ou uma formulacédo
injetavel, preferencialmente uma composigdo tépica como um

gel, um creme ou uma logdo.

[0024] Numa outra forma de realizacdo, a composicdo da presente
invencdo pode ainda compreender um agente anti-inflamatério,
um agente antisséptico, um agente antipirético, um agente
anestésico, um agente terapéutico ou misturas dos mesmos, entre

outros.

[0025] Outro aspeto da presente invencdo relaciona-se com um
péptido antimicrobiano compreendendo uma sequéncia  95%

idéntica a SEQ ID 1, ou uma porcgdo/fragmento para a utilizacgéo

no tratamento de feridas em mamiferos. Em particular,
preferencialmente, 96%, 97%, 98%, 99% idéntica, mais

preferencialmente um péptido antimicrobiano compreendendo a

SEQ ID 1.

[0026] Numa forma de realizacéo, a composicao/composto
descrito na presente divulgacdo destina-se a utilizacdo em
medicina ou cosmética, em particular para a utilizacd&o no
tratamento de feridas em mamiferos, em particular em mamiferos
diabéticos; nomeadamente, para a utilizacdo no tratamento de
doencas 1isquémicas e vasculares, ou para a utilizacdo no
tratamento de feridas superficiais ou de espessura parcial,
mais especificamente de gqueimaduras. Outro aspeto do presente
objeto da invencdo estd relacionado com uma composicdo

compreendendo:



um polimero de carbopol e;

pelo menos um péptido antimicrobiano, compreendendo, pelo
menos, uma sequéncia 95% idéntica a uma das sequéncias da
seguinte lista:

SEQ ID 1 - KEFKRIVKRIKKFLRKLV;

SEQ ID 2 - LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRLRNLVPRTES;

SEQ ID 3 - GLLRKGGEKIGEKLKKIGQKIKNFFQKLVPQPEQ,

com uma gquantidade terapeuticamente eficaz de todos os
componentes anteriores, em particular, preferencialmente,

96%, 97,%, 98%, 99% idéntica a SEQ ID 1.

[0027] Numa outra forma de realizacgdo, a composicdo da presente
invencdo pode compreender um péptido antimicrobiano
compreendendo, pelo menos, uma das sequéncias da seguinte

lista: SEQ ID 1; SEQ ID 2; SEQ ID 3.

[0028] Numa outra forma de realizacdo, a composicdo da presente
invencdo pode ainda compreender um AMP compreendendo a SEQ ID

2, SEQ ID 3 ou misturas das mesmas.

[0029] Em alternativa, numa forma de realizacdo, o referido
péptido SEQ ID 1, SEQ ID 2 ou SEQ ID 3 pode ser diretamente
embebido em carbopol, o que ¢é vantajoso para feridas dque
naturalmente cicatrizam mais depressa e nas guais ndo é
necessaria uma libertacdo muito lenta do péptido, como é o
caso das feridas excisionais. Também foram criados andlogos do
LL37 SEQ ID 2 com o objetivo de melhorar as propriedades
antimicrobianas do mesmo e diminuir a citotoxicidade e a
ligacdo a proteinas plasméticas. Um deles, o SEQ ID 1
(LLKKK18), no qual os residuos polares ndo carregados
glutamina, asparagina e acido aspartico carregado
negativamente sdo substituidos por residuos de lisina
carregados positivamente, exibe hidrofobicidade e

cationicidade mais elevadas do que o LL37 SEQ ID 2, tal como
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previamente descrito. Isto resulta numa maior atividade
antimicrobiana e quimioatraente. Contudo, até a data nédo séao
conhecidos dados sobre a capacidade da SEQ ID 1 (LLKKK18) para

melhorar a cicatrizacdo de feridas.

[0030] O carbopol é feito de carbémeros reticulados entre si,
formando uma estrutura que apresenta boas propriedades
reoldgicas e uma boa capacidade tampédo, elevada viscosidade,
boa biocompatibilidade, propriedades biocadesivas, boa
estabilidade térmica e uma boa aceitabilidade por parte do

paciente. Nomeadamente:

° Os homopolimeros de carbopol sdo polimeros de acido
acrilico reticulados com alilo de sacarose ou alilo de
pentaeritritol;

e Os copolimeros de carbopol sdo polimeros de a4cido acrilico
e acrilato de alquilo C10-C30 reticulados com alilo de
pentaeritritol;

e Os interpolimeros de carbopol s&o um homopolimero ou
copolimero de carbdémero que contém um bloco copolimero de
polietilenoglicol e um éster de acido algquilo de cadeia

longa.

[0031] De acordo com a presente divulgacdo, o carbopol ou
carbopdis podem ser vantajosamente escolhidos, por exemplo, a
partir das categorias carbopol da Lubrizol, por exemplo:
carbopol 71G NF, 971P NF, 974P NF, 980 NF, 981 NF, 5984 EP,
EDT 2020 NF, 934 NF, 934P NF, 940 NF, 941 NF, 1342 NF, ou

misturas dos mesmos, entre outros.

[0032] Numa forma de realizacdo, a presente divulgacdo também
diz respeito a uma nova formulacdo para a entrega sustentada

de um AMP, mais particularmente o SEQ ID 1 (LLKKK18), para
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melhoria da cicatrizacdo de feridas, nomeadamente feridas de

gueimaduras.

[0033] Numa forma de realizacdo, o péptido antimicrobiano -
SEQ ID 1 (LLKKK18) - é conjugado com um polimero de dextrina
que pode ainda ser embebido num hidrogel. A referida conjugacdo
com dextrina estabiliza o péptido, impede que © mesmo seja
rapidamente degradado por protéases no ambiente agressivo do
tecido da ferida, ao mesmo tempo permitindo a sua libertacéo
sustentada a medida que a dextrina se degrada por exposicgdo as
ca—amilases presentes na ferida. Os referidos conjugados podem
ser embebidos num hidrogel, o qual proporciona o ambiente
himido necessdrio no local da ferida e também atua como um

veiculo para a aplicacdo tépica dos conjugados.

[0034] Numa forma de realizacdo, os conjugados dextrina-SEQ ID
1 (LLKKK18) s&o ainda embebidos num hidrogel de Carbopol®. 0

Carbopol® é feito de carbémeros, os quais sdo polimeros que
consistem em acido acrilico reticulado com éteres de
polialquenilo ou divinilglicol. Estes carbdémeros formam uma
estrutura com boas propriedades de fluxo e uma boa capacidade
tampao, elevada viscosidade, boa biocompatibilidade,
propriedades bioadesivas, boa estabilidade térmica e uma boa
aceitabilidade por parte do paciente. Apds libertacdo do
hidrogel, a dextrina degrada-se em resultado da acdo das
amilases presentes na ferida, libertando o péptido de uma forma
sustentada. Em alternativa, o péptido pode ser diretamente
embebido em Carbopol®, sem passar por conjugacdo prévia com
outra molécula. Isto permite uma administracdo mais rapida e
mais direta do péptido, sendo vantajoso nas feridas que
naturalmente cicatrizam mais depressa, como é o caso das

feridas excisionais.
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[0035] A presente solucdo consiste numa nova formulacdo em
hidrogel, segura, de baixo custo e eficaz, vocacionada para o
tratamento de feridas, que acelera o processo de cicatrizacéo
e melhora a qualidade dos tecidos das feridas: é facil de
aplicar e de remover, mantém um ambiente humido no interior do
local da ferida e tem a capacidade de manter o local da ferida
livre de infecdes, gracas a presenca de um péptido
antimicrobiano. Consequentemente, este sistema de entrega tem
um enorme potencial enquanto abordagem terapéutica para o

tratamento de feridas de queimaduras.

[0036] Normalmente, os péptidos antimicrobianos (AMPs) sé&o
péptidos pequenos, catidnicos e anfipaticos, gue surgem como
candidatos adequados para a terapéutica de feridas. O LL37 -
SEQ ID 2, a unica catelicidina humana conhecida (familia dos
AMPs) é sobre-expresso em varios tipos de células. E armazenado
intracelularmente sob a forma de um pré-péptido inativo, o
hCAP18, o qual, mediante estimulacdo e secrecdo, é clivado a
nivel extracelular a partir do dominio catelina de terminal N
pela proteinase 3, conduzindo a formacdo do LL-37 ativo. Para
além da sua atividade antimicrobiana, foi registado na
quimiotaxia de mastdcitos/leucdcitos, na angiogénese e na
promocdo da cicatrizacgcdo de feridas. Na verdade, a sobre-
expressdo do LL37 foi demonstrada na epiderme e no interior
das préprias feridas apds lesdo. Além disso, o LL37 partilha
muitas semelhancas com a murina - o péptido antimicrobiano
relacionado com a catelina (cRAMP - Cathelin-Related
Antimicrobial Peptide), incluindo n&o sé6 a conformacdo o-
helicoidal, mas também um espectro de atividade antimicrobiana
e uma distribuicdo tecidular similares (Ramos R, Silva JP,
Rodrigues AC, Costa R, Guarddo L, Schmitt F, Gama M. (2011)
Wound healing activity of the human antimicrobial peptide LL37.
Peptides 32, 1469-1476).
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[0037] Foram criados anadlogos do LL37 com o objetivo de
otimizar as propriedades antimicrobianas e reduzir a
citotoxicidade e a ligacdo as proteinas plasmaticas. Um deles,
o LLKKK18 (SEQ ID 1), dispde de uma cadeia principal semelhante
a do LL37 mas é composto por apenas 18 aminodcidos. Além disso,
os residuos polares ndo carregados glutamina, asparagina e
adcido aspartico carregado negativamente s&o substituidos por
residuos de lisina carregados positivamente. Este péptido é
também mais catidénico e hidrofdébico do que o LL37, com claras
implicagdes na obtengdo de atividades antimicrobiana e
quimioatraente mais elevadas do que as conseguidas pelo
respetivo andlogo. Além do mais, o seu menor tamanho ¢é
vantajoso, pois ndo sb6 facilita o seu transporte através das

membranas celulares, como também custa menos a sintetizar.

[0038] O carbopol é escolhido como um veiculo preferido devido
as suas boas propriedades reoldgicas e capacidade tampdo,
elevada viscosidade, boa biocompatibilidade, ©propriedades
bioadesivas, boa estabilidade térmica e boa aceitabilidade por
parte do paciente, que o tornam ideal ©para aplicacdes
dermatolégicas, incluindo a cicatrizacdo de feridas. Além
disso, permite a facil incorporacdo dos conjugados ou
nanoparticulas, pois estes podem ser misturados numa solucgdo
de carbopol que apenas se transforma num gel depois de o pH
ser aumentado para 6 - 6,5. Além do mais, o gel proporciona um
veiculo adequado para administracdo toépica, dado ser seguro,

indolor e facil de aplicar e remover.

[0039] A divulgacédo aqui descrita também se relaciona com uma
nova formulacdo para administracdo tépica de um péptido
antimicrobiano em feridas, em particular em feridas de
queimaduras. A referida formulacdo baseia-se na inclusdo de um
AMP, diretamente ou apds conjugacdo com dextrina, carbopol ou

suas misturas, num hidrogel, a conjugacdo do AMP com dextrina
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e a posterior inclusdo dos conjugados num hidrogel. No referido
hidrogel sdo ainda embebidos os conjugados num hidrogel,

tipicamente carbopol.

[0040] Numa forma de realizacdo, é demonstrado que o SEQ ID 1
(LLKKK18) acelera a cicatrizacdo da ferida em feridas
excisionais com 5 mm de didmetro no dorso de ratinhos C57BL/6.
A cicatrizacdo de feridas nestes ratinhos tinha sido
previamente comprometida pela administracdo intraperitoneal de
dexametasona. Em seguida, o SEQ ID 1 (LLKKK18) foi administrado
topicamente, numa base didria, por um periodo total de 7 dias.
Além disso, foram administradas combinacdes de SEQ ID 1
(LLKKK18) + carbopol, dextrina - SEQ ID 1 (LLKKK18) e dextrina
- SEQ ID 1 (LLKKK1l8) + carbopol. Uma solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS - Phosphate Buffered Saline) foi utilizada
como controlo. Conforme representado na Fig. 1, a presenca de
LLKKK18, quer diretamente incorporado em carbopol, quer
conjugado com dextrina antes da incorporacdo no hidrogel,
acelera o fecho da ferida no modelo de ferida resultante de
excisdo comprometida por dexametasona. Isto é indicativo do
envolvimento deste péptido na melhoria da cicatrizacdo da

ferida.

[0041] Numa forma de realizacdo, o SEQ ID 1 (LLKKK18) acelera
o fecho da ferida resultante de queimadura num modelo de rato,
ao mesmo tempo melhorando simultaneamente a qualidade da
cicatrizacdo. Em particular, observa-se que a libertacdo deste
péptido a partir de conjugados com dextrina posteriormente
embebidos num hidrogel de carbopol induziu a cicatrizacéo
adequada da ferida resultante de queimadura. Na verdade, a
libertacdo de SEQ ID 1 (LLKKK18) reduz o stress oxidativo e a
inflamacd&o (baixos niveis de infiltracdo de neutrdéfilos e
macréfagos e de citocinas pré-inflamatdrias). Mais importante

ainda, induz uma resolucdo mais rapida do estadio inflamatdrio,
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através do recrutamento precoce de macréfagos M2. Além disso,
o SEQ ID 1 (LLKKK18) estimula a angiogénese (maior VEGF e maior
desenvolvimento de microvasos in vivo), contribuindo
potencialmente para um transporte mais eficaz de nutrientes e
citocinas para o local da ferida. Além do mais, o SEQ ID 1
(LLKKK18) melhora a qualidade do tecido <cicatrizado, ao

promover a deposicdo adequada de colagénio.

[0042] No geral, esta divulgacdo diz respeito a uma formulacdo
eficaz, segura e de baixo custo que mantém um ambiente humido
na ferida, que é facil de aplicar e remover e tem a capacidade
de prevenir infecdes. Estes achados sugerem que o SEQ ID 1
(LLKKK18), em si, apresenta um enorme potencial como abordagem

terapéutica para o tratamento de feridas.

[0043] Além disso, a presente divulgacdo também diz respeito
a uma formulacdo para melhoria da cicatrizacdo de feridas,
consistindo na entrega de um péptido antimicrobiano (AMP),
preferencialmente o SEQ ID 1 (LLKKK18), em que a referida
formulacdo estabiliza o referido péptido, impede a sua

degradacdo por protéases e permite a sua libertacdo sustentada.

[0044] Numa forma de realizacdo, o referido AMP é o LLKKK18
(SEQ ID 1).

[0045] Numa forma de realizacdo, os péptidos previamente

mencionados podem ser embebidos num hidrogel.

[0046] Numa forma de realizacdo, o referido péptido pode ser

conjugado com um polimero de dextrina.

[0047] Numa forma de realizacdo, o polimero de dextrina tem um
peso molecular entre 10.000 - 20.000 g/mol, preferencialmente
de 1.000 - 10.000 g/mol, mais preferencialmente de 1.000 -
5.000 g/mol.
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[0048] Numa forma de realizacgdo, o AMP é conjugado por via de

uma reacdo de succinilacdo com o polimero de dextrina.

[0049] Numa forma de realizacdo, o polimero de dextrina é

modificado por succinilacdo de 0,5 - 10% mol.

[0050] Numa forma de realizacdo, o0s conjugados sdo embebidos
num hidrogel, sendo o referido hidrogel, em particular,

carbopol.

[0051] Numa forma de realizacdo, os péptidos e conjugados séo
primeiramente dissolvidos numa solucdo de carbdémero, seguindo-

se a gelificacdo do hidrogel.

[0052] A presente divulgacdo também diz respeito a um método
para cicatrizar uma ferida, o qual compreende a administracédo

da formulacdo a um mamifero necessitado.

[0053] Numa forma de realizacédo, o referido método é um método
de tratamento de feridas superficiais ou de espessura parcial
num mamifero necessitado do mesmo, em particular, sendo o
mamifero um humano, um equino, um canino, um felino, um suino

ou qualquer outra espécie doméstica ou agricola.

[0054] Numa forma de realizacdo, a ferida é uma ferida infetada

ou uma ferida ndo infetada.

[0055] Numa forma de realizacdo, o AMP e a composicdo da
presente divulgacdo reduz os niveis de stress oxidativo inicial
pbds-cicatrizacdo, aumenta a angiogénese e induz a resolucdo

precoce da inflamacdo.

[0056] Numa forma de realizacdo, o AMP ¢é administrado em

combinacdo com qualgquer outro composto.

[0057] Numa forma de realizacdo, a divulgacdo do sistema de

entrega contendo AMP constitui uma abordagem nova, segura, de
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baixo custo e eficaz para o tratamento de feridas, acelerando
O processo de cicatrizacdo e melhorando a qualidade dos tecidos
das feridas. Isto foi conseguido através da regulacdo do stress
oxidativo e da inflamacdo iniciais. De forma igualmente
importante, induz uma resolucdo mais rapida da fase
inflamatéria, através do recrutamento precoce de macréfagos M2
ap6s a lesdo. Além disso, estimula a angiogénese no tecido de
granulacdo, o que é da maxima importdncia para a obtencdo do
rapido transporte de fatores de crescimento, citocinas e
quimiocinas para o local da ferida, contribuindo assim para
uma cicatrizacdo mais rapida da ferida com a adequada
organizacdo tecidular. Além disso, a referida formulacdo é
facil de aplicar e remover, mantém um ambiente humido e tem a
capacidade de manter o local da ferida livre de infecodes,
devido a presenca de um péptido antimicrobiano.
Consequentemente, este sistema de entrega tem um enorme
potencial enquanto abordagem terapéutica para o tratamento de

feridas de queimaduras.

[0058] Métodos para o alinhamento de  sequéncias para
comparacdo sdo bem conhecidos na arte, incluindo tais métodos
os métodos GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA e TFASTA. O GAP utiliza
o0 algoritmo de Needleman e Wunsch ((1970) J Mol Biol 48: 443-
453) para encontrar o alinhamento geral (ao longo de toda a
sequéncia) de duas sequéncias, maximizando o nuUmero de
correspondéncias e minimizando o numero de lacunas. O algoritmo
BLAST (Altschul et al. (1990) J Mol Biol 215: 403-10) calcula
a percentagem de identidade da sequéncia e executa uma analise
estatistica da similaridade entre as duas sequéncias. O
software para realizacdo da andlise BLAST estd acessivel ao
publico através do Centro Nacional de Informacdes sobre
Biotecnologia (NCBI - National Centre for Biotechnology
Information). As percentagens globais de similaridade e

identidade também podem ser determinadas utilizando um dos
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métodos disponiveis no pacote de software MatGAT (Campanella
et al., BMC Bioinformatics. 2003 Jul 10; 4: 29. MatGAT: uma
aplicacdo que <cria matrizes de similaridade/identidade
utilizando sequéncias de proteinas ou de ADN). Pode ser
executada uma pequena edicdo manual para otimizar o alinhamento
entre motivos conservados, tal como serd evidente para um
perito na arte. Os valores de identidade da sequéncia, que sao
indicados no presente objeto da invencdo sob a forma de uma
percentagem, foram determinados ao longo de toda a sequéncia
de aminodcidos, empregando o método BLAST com o0s pardmetros

predefinidos.

[0059] Ao longo da descricdo e das reivindicacgdes, a palavra
"compreende" e variantes da palavra ndo se destinam a excluir
outras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes ou
etapas. Objetos, vantagens e caracteristicas adicionais da
invencdo tornar-se-do evidentes para os peritos na arte apds
exame da descricdo ou podem ser conhecidos através da colocacgédo
em pratica da invencdo. Os exemplos e desenhos a seguir
apresentados sdo proporcionados a titulo ilustrativo e ndo se
destinam a limitar a presente divulgacdo. Além disso, a
presente divulgacdo abrange todas as possiveis combinacdes das

formas de realizacdo particulares e preferidas aqui descritas.

Breve descricdo dos desenhos

[0060] As figuras seguintes proporcionam formas de realizacdo
preferidas para ilustrar a descricdo e ndo devem ser encaradas

como limitadoras do ambito da invencéo.

[0061] Figura 1l: Tratamento em ratinhos de feridas excisionais
comprometidas com dexametasona com LLKKK18. Evolucgdo do fecho
das feridas em ratinhos C57BL/6 com cicatrizacdo comprometida

por dexametasona apds tratamento com LLKKK18, quer diretamente

18



embebido em carbopol, quer conjugado com dextrina antes da

inclusdao em carbopol, durante 7 dias.

[0062] Figura 2: Caracterizagcdo dos conjugados dextrina-
LLKKK18. (A) Perfil FT-IR de dextrina succinilada, revelando
a presenca de grupos éster em torno de 1730 cm! (indicados por
*), comparativamente com dextrina ndo modificada. (B)
Degradacdo da dextrina succinilada, conjugada ou nao com
LLKKK18 (DexSuc-LL18 e DexSuc, respetivamente) e dextrina néo

funcionalizada (Dex). (C) Libertacdo cumulativa de LLKKKI1S8

(conjugado com dextrina) a partir do hidrogel de carbopol.

[0063] Figura 3: Tratamento com LLKKK18 de feridas de
queimaduras em ratos. (A) Alteracdes macroscdpicas, em termos
do tamanho da ferida, ao longo do tempo apds tratamento com o
péptido, comparativamente com o tratamento apenas com O
hidrogel. (B) Percentagem de fecho da ferida ao longo do tempo
apdés rastreamento da ferida e analise Imaged. Os dados no
grafico representam a média * D.P. para um n = 6. **p < 0,01,

comparativamente com carbopol.

[0064] Figura 4: Avaliacdo histolégica de secgdes transversais
de ferida de queimadura. (A) Os tecidos a partir do dia 18
pbds—-lesdo foram corados utilizando hematoxilina e tricromo de
Eosin e Masson. Os tecidos tratados com LLKKK18 revelam um
maior conteldo de colagénio (azul), com fibrilas bem formadas.
(B) Maior ampliacdo de tecidos equivalentes aos mostrados em

(A) .

[0065] Figura 5: Regulagdo do estadio redox inicial em feridas
de queimaduras. Os efeitos do LLKKK18 sobre o stress oxidativo
ocorrido durante os primeiros dias apds a lesdo foram avaliados
analisando as atividades de enzimas antioxidantes e os niveis
de perdxido de hidrogénio. (A) A superdxido dismutase (SOD)

dismuta o radical superdéxido, produzindo (B) H202 no processo.
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Este H202 é, em seguida, removido pela atividade da (C) catalase
e (D) glutationa peroxidase. Os danos oxidativos sobre o (E)
ADN, (F) lipidos e (G) proteinas também foram avaliados. Os
dados representam a média + D.P. de, pelo menos, trés
experiéncias independentes. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <

0,001, comparativamente com carbopol. B = pele queimada.

[0066] Figura 6: Estimulagdo da angiogénese pelo LLKKK18. (A)
Imagens representativas de secgdes de tecido queimado coradas
com a—actina de musculo liso (a-SMA) no dia 9. (B) O numero de
vasos sanguineos por area foi contado em, pelo menos, 10 campos
diferentes. A (C) &rea e a (D) largura dos vasos sanguineos
foram calculadas utilizando o ImageJd. As barras representam a

média £ D.P. *p < 0,05, comparativamente com carbopol.

[0067] Figura 7: Estimulagdo in vivo de angiogénese pelo
LLKKK18 num modelo de rato. (A) Ratinhos CbH7BL/6 foram
injetados subcutaneamente diariamente, durante 4 dias, com PBS
ou com 10 ug de LLKKK18. No 5° dia, a é&rea da injecdo foi
excisada, os vasos sanguineos foram fotografados e o
comprimento total dos microvasos foi medido. (B) Representacao
grafica do comprimento total dos microvasos sanguineos no 5°
dia, calculado utilizando o software Imaged. (C) Analise de
imunomarcacdo dos niveis de caderina-endotelial wvascular (VE-
cadherin) para avaliar a estabilidade dos wvasos sanguineos
recentemente formados. (D) Quantificacdo dos niveis de
caderina-endotelial vascular. Os dados representam a média =+
D.P. de, pelo menos, trés experiéncias independentes. **p <

0,01, comparativamente com PBS.

[0068] Figura 8: Recrutamento de células inflamatérias pelo
LLKKK18. (A) Seccgdes da ferida de gqueimadura dos dias 1 e 3
foram imunomarcadas para mieloperoxidase (MPO), um marcador de
neutré6filos. (B) Quantificacdo de neutrdédfilos presentes em

ambos o0s tratamentos, utilizando o software ImageJ. O LLKKK18

20



reduziu o recrutamento precoce de neutrdéfilos observado com o
carbopol. Os dados representam a média = D.P. de, pelo menos,
trés experiéncias independentes. **p < 0,01, comparativamente
com carbopol. (C) Foi realizada uma andlise FACS de células
marcadas com anticorpos CD80, CD86 e CD163. As células que
revelaram niveils elevados de CD80 e CD86, mas baixos niveis de
CD163, foram selecionadas como pertencendo ao fendtipo de
macrdfagos M1 e a percentagem de macrdéfagos M1 em cada ponto
temporal foi calculada relativamente ao numero total de
células. (D) As células que eram CD163+ mas apresentavam baixos
niveis de CD80 e CD86 foram consideradas macrdéfagos M2 e a
respetiva percentagem relativamente ao numero total de células

foi representada graficamente.

[0069] Figura 9. Niveis de quimiocinas e citocinas apés
tratamento das feridas de queimaduras com o LLKKK18. Foi
realizado um ensaio multiplex para medir os niveis de
diferentes quimiocinas e citocinas: (A) Gro-o, dgque ¢é uma
citocina que atrai qguimicamente neutréfilos; (B) proteina
quimioatraente de mondécitos (MCP-1), gque recruta mondcitos e,
em seguida, os diferencia em macrdéfagos no tecido; (C) fator
de crescimento endotelial wvascular (VEGF), o gqual estimula a
angiogénese; (D) interleucina-10 (IL-10), uma citocina anti-
inflamatéria; e (E) fator transformador de crescimento beta
(TGF-B), o qual estd envolvido em muitos processos bioldbdgicos
diferentes, incluindo inflamacdo, angiogénese e producdo e
deposicdo de matrizes extracelulares. Os niveis de TGF-f nos
homogeneizados foram determinados empregando um ensaio ELISA.
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, comparativamente com

carbopol. B = pele gqueimada.

Descrigdo detalhada

Conjugados de dextrina-LLKKK18 (SEQ ID 1) embebidos em carbopol
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Modificacdo da dextrina

[0070] A dextrina foi succinilada wutilizando wuma versao
modificada de um método previamente descrito por Hreczuk-Hirst
et al. (Hreczuk-Hirst D, Chicco D, German L, Duncan R. Dextrins
as potential carriers for drug targeting: tailored rates of
dextrin degradation by introduction of pendant groups. Int J
Pharm 2001; 230: 57-66), baseado na introducdo de um grupo
carboxilo na cadeia principal de dextrina por via de uma
ligacéo éster, numa reacéao catalizada por 4-
dimetilaminopiridina (DMAP). Resumidamente, 1 g (6,17 x 1073
mol) de dextrina (Tackidex®) com um peso molecular médio (My)
~ 2.000 Da foi dissolvido em 10 ml de dimetilformamida anidro

(DMF') .

[0071] Podem ser utilizadas moléculas de dextrina com um peso
médio entre 1.000 - 20.000 g/mol. Na verdade, as dextrinas de
baixo peso molecular degradam-se mais rapidamente, sendo, por
conseguinte, vantajosas no tratamento de feridas nas quais é
necessaria uma libertacdo relativamente répida do péptido.
Isto é importante ao utilizar o LLKKK18 (SEQ ID 1), por
exemplo, dado se ter verificado que este péptido exerce os
seus efeitos principalmente durante as fases 1iniciais da
cicatrizacdo da ferida. Além disso, os pesos moleculares médios
da maioria das dextrinas comercialmente disponiveis estédo

dentro desta gama.

[0072] A succinilacdo da dextrina foi obtida, em particular,
por adicdo subsequente de anidrido succinico (370,2 mg, 3,70
x 1073 mol) e DMAP (28,6 mg, 2,34 x 107¢ mol). O frasco com oOs
reagentes foi purgado, em particular, com azoto, selado e
deixado em agitacdo a 50 °C durante 48 horas. A mistura de
reacdo foi em seguida vertida para 250 ml de éter dietilico e
deixada em agitacdo vigorosa durante a noite, a temperatura

ambiente. O éter foi removido por filtracdo sob vacuo e os
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residuos sélidos foram dissolvidos em 10 ml de agua destilada.
A solucdo foi dialisada, em particular, com 2 litros de agua
destilada durante 6 horas, sendo a &gua substituida de 2 em 2
horas, numa membrana de didlise com uma interrupcdo do peso
molecular de 1000 g/mol. A solucdo dialisada foi, em
particular, seca por congelacdo e mantida a temperatura
ambiente até a utilizacdo. Foi obtido um rendimento final de
cerca de 90 - 95%. A relacdo dos reagentes utilizados foi
otimizada para resultar numa dextrina modificada que: 1)
apresentasse grupos funcionais suficientes para se ligar ao
LLKKK18, o que, neste caso, corresponderia a uma succinilacéo
entre 5 - 10% mol, e 2) fosse capaz de retardar a degradacdo
por amilases, ©por forma a ©proporcionar uma libertacédo
sustentada do péptido. A % de succinilacdo de mol, ou seja, o
numero de mondmeros de glucose ativados por anidrido succinico
por 100 mondémeros, foi determinada por titulacdo da dextrina
succinilada com NaOH. Devido a tendéncia do NaOH para absorver
CO, da atmosfera, as péletes de NaOH foram primeiramente secas
e tituladas com anidrido ftalico, antes de serem utilizadas
para titular a dextrina succinilada. Foi obtido um lote com
succinilacdo de 8,8% mol, sendo utilizado para todas as

experiéncias subsequentes. A succinilacdo da dextrina foi

confirmada por Espectroscopia de Infravermelhos por
Transformada de Fourier (FT-IR - Fourier Transformed Infrared
Spectroscopy) . Resumidamente, 2,5 mg de dextrina néo

modificada ou succinilada foram misturados com cerca de 200 mg
de brometo de potassio. Apds maceracdo, as misturas foram
submetidas a alta pressdo, por forma a criar comprimidos. Em
seguida, o espectro de infravermelhos (IV) foi registado num

espectrofotémetro Bomem MB 104 (Biotools, Espanha).

Conjugados de dextrina-LLKKKI1S8
[0073] O LLKKK18 (SEQ 1ID 1) foi conjugado com dextrina,

utilizando uma versdo modificada de um método previamente
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descrito no documento W02012035310, baseado na ligacdo das
aminas livres do péptido aos grupos carboxilo livres na cadeia
principal da dextrina succinilada (DexSuc), o que resulta na
formacdo de um amido. Resumidamente, 50 mg (2,92 x 1074 mol de
DexSuc, correspondendo a 2,6 x 107> mol de COOH) de dextrina
succinilada foram primeiramente dissolvidos em 1 ml de dH20.
1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (4 mg, 2,6 x 10°°
mol) e N-hidroxisuccinimida (3 mg, 2,6 x 107° mol) foram, em
seguida, adicionados a mistura e deixados em agitacdo durante
30 minutos. O LLKKK18 (1,2 mg, 5,15 x 1077 mol), dissolvido em
1 ml de dH20, foi subsequentemente adicionado & solucéo
anterior e o pH foi elevado até ~8,0 por adicdo gota a gota de
NaOH. Preferencialmente, a relacdo molar entre a dextrina e o
LLKKK18 varia entre 1:500 e 1:600. A mistura de reacdo foi
deixada em agitacdo durante a noite (~16 horas). Os conjugados
foram separados do péptido ndo ligado por passagem por uma
coluna de dessalinizacdo HiPrep 26/10 (GE Healthcare, Reino
Unido), utilizando &gua destilada como eluente. O produto foi
seco por congelacdo e mantido a -80 °C até a utilizacdo. A
presenca dos conjugados (My  4.300 Da) foi detetada através
de quantificacdo da quantidade de acgucares redutores presentes
nas fracdes colhidas através do ensaio DNS (apds tratamento
das fracdes com o-amilase) e determinando a quantidade de

péptido pelo método de Waddell.

Inclusado dos conjugados de dextrina-LLKKK18 em carbopol
[0074] Por ultimo, os conjugados de dextrina-LLKKK18 (SEQ ID
1) foram incorporados num hidrogel Carbopol® 974 NF (Lubrizol,

Ohio, EUA).

[0075] Preferencialmente, a concentracdo final de LLKKK18 (SEQ
ID 1) em carbopol varia entre 1 e 20 uM. Mais particularmente,

deve ser de 10 - 12 uM.
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[0076] Foi preparada uma solucdo de 0,5% de carbopol em &agua
destilada, a 50 °C durante 1 hora, com agitacdo. A gquantidade
pretendida de conjugado foi adicionada a solucédo até dissolucgédo
completa e a mistura foi neutralizada pela adicdo gota a gota

de NaOH até se atingir um pH de 6 - 6,5.

Confirmacdo da modificacdo da dextrina

[0077] A succinilagdo da dextrina foi confirmada por
Espectroscopia de Infravermelhos por Transformada de Fourier
(FT-IR - Fourier Transformed Infrared Spectroscopy) .
Resumidamente, 2,5 mg de dextrina ndo modificada ou succinilada
foram misturados com cerca de 200 mg de brometo de potéassio.
Apbs maceracdo, as misturas foram submetidas a alta presséo,
por forma a criar comprimidos. Em seguida, o espectro de
infravermelhos (IV) foi registado num espectrofotdémetro Bomem

MB 104 (Biotools, Espanha).

Degradacgdo da dextrina por amilases

[0078] Para avaliar a degradacdo da dextrina succinilada por
amilases, 1U de a-amilase (Sigma-Aldrich) foi adicionada a uma
solucdo de 3 mg/ml de dextrina ndo modificada ou succinilada,
ou de conjugados de dextrina-LLKKK18, preparada em solucgdao
salina tamponada com fosfato (PBS). Um volume de 100 upl foi
imediatamente colhido (t = 0 horas) e o volume final refeito
com 100 pl de PBS. Todas as solucgdes foram incubadas a 37 °C
e, a pontos temporais definidos, foram colhidos 100 pl de cada
amostra e o volume final refeito. As amostras foram congeladas
a -80 °C até quantificacdo da dextrina degradada. Isto foi
realizado utilizando o ensaio de acgucares redutores com acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS), conforme previamente descrito.
Para este teste, foram adicionados 100 pl de DNS a cada amostra
de 100 pl em tubos de vidro. Os tubos foram fervidos durante
5 minutos, findos os quais foi adicionado 1 ml de dH20 fria

para parar a reacdo. Em seguida, a absorvancia das amostras
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foi lida a 540 nm num leitor de microplacas (Biotek Synergy
HT, Alemanha) e a concentracdo da dextrina degradada foi

determinada por comparacdo com a curva padrdo da glucose.

Cinética da libertacéo

[0079] Numa forma de realizacdo, a avaliacdo da cinética da
libertacdo do LLKKK18 a partir do hidrogel foi realizada em
camaras Transwell® com placas de 24 pogos, com um poro de 8 um
(Corning, MA, EUA). Uma quantidade de 9-10 mg de conjugado de
dextrina-LLKKK18 foi incorporada em 500 wupl de hidrogel
carbopol, o qual, em seguida, foi colocado na cémara superior
do Transwell®. Esta ca@mara foil colocada em contacto direto com
500 pl de PBS que foram adicionados ao poc¢o inferior. Apds
libertacdo do carbopol, os conjugados migraram da cémara
superior para o poc¢o inferior. Foi colhida uma amostra de 100
1l do poco inferior imediatamente apds a colocacdo da camara
superior em contacto com a solucdo PBS (t = 0 horas) e a pontos
temporais definidos dai em diante. De cada vez, o volume foi
refeito com PBS até atingir os 500 upl. As proteinas foram
quantificadas utilizando um kit de ensaio de proteinas Micro
BCA (Thermo Fisher, Ottawa, Canadd). Fol executado um branco
contendo apenas o gel de carbopol, ndo tendo sido detetada

qualquer interferéncia por parte do hidrogel.

[0080] O espectro FT-IR confirmou o sucesso da succinilacdo da
dextrina (Fig. 2A). Na verdade, o espectro da dextrina
succinilada revela um pico de transmité@ncia em torno dos 1730
cm™l, o qual estd ausente na dextrina ndo modificada e é tipico
para os grupos éster inseridos na cadeia principal da dextrina.
Picos caracteristicos da dextrina estdo igualmente presentes
em ambas as condig¢des, em torno dos 3390 cm™! (OH) e dos 2927

cm~! (CH, CH2).

[0081] Numa forma de realizacdo, uma dextrina modificada com

succinilagdo de 8,8 % mol foi wutilizada para conjugar o
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LLKKK18, e a reacdo resultou na ligacdo de ~50% do péptido
inicial adicionado. A degradacdo 1in vitro da dextrina
succinilada e dos respetivos conjugados de péptidos ocorreu a
um ritmo muito mais lento do que o verificado com a dextrina
ndo ativada (Fig. 2B). Isto é importante para uma libertacdo
lenta, sustentada, do LLKKK18, mediante contacto com amilases
nas feridas. A conjugagdo do péptido ndo inviabilizou mais a
degradacdo da dextrina funcionalizada. De igual modo, a
libertacdo dos conjugados do hidrogel foi realizada num sistema
que simulava o ambiente da superficie de uma ferida, utilizando
uma camara Transwell. Conforme representado na Fig. 2C, o

péptido presente no hidrogel de carbopol passa por um pico de

libertacdo de até ~35% durante os primeiros 2 dias, mas depois

diminui para uma libertacdo mais lenta até ao dia 35.

[0082] Numa forma de realizacdo, a conjugacdo de LLKKK18 com
dextrina protege o péptido de ser rapidamente degradado no
ambiente agressivo do tecido da ferida de queimadura, ao mesmo
tempo que possibilita a sua libertacdo sustentada ao longo do
tempo, pois a exposicdo da dextrina a elevada concentracdo de
ca—amilases na ferida resulta na degradacdo da sua cadeia
principal, com subsequente libertacdo do péptido. Um grau de
modificacdo da dextrina de 8,8 % mol foi suficiente para
retardar a degradacdo desta molécula por o-amilases. Além
disso, a incorporacdo dos conjugados nos hidrogéis Carbopol®
apresenta varias vantagens, dado proporcionar o ambiente
himido necessario no local da ferida, contribuir para a
retirada de tecidos mortos da ferida por reidratacdo de tecido
ndo viavel e, também, servir de veiculo para a aplicacdo toépica
dos conjugados. Adicionalmente, contribui para a lenta
libertacdo dos conjugados ao longo do tempo, conduzindo a uma
substituicdo mais espacada do penso. Na verdade, os resultados

demonstram que o péptido libertado a partir dos conjugados,
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comparativamente com os controlos tratados apenas com o
hidrogel, ajuda a acelerar o processo de cicatrizacdo, para
além de contribuir para a deposicdo adequada de colagénio, com
melhor formacdo de fibras, no tecido de granulacdo (Figs. 3-

4) .

[0083] As queimaduras ativam uma miriade de respostas
sistémicas, incluindo um aumento do ritmo metabdlico, um maior
gasto de energia, uma degradacdo mais réapida de proteinas,
lipidos e polissacarideos, imunodeficiéncia e atraso na
cicatrizacdo da ferida, processos que sdo mediados, sobretudo,
por espécies reativas ao oxigénio (ROS - Reactive Oxygen
Species) e neutrdfilos ativados. O LLKKK18 reduziu esta
sobrecarga oxidativa inicial, conforme demonstrado pelos
niveis mais baixos de H:02 e de enzimas antioxidantes, em
particular a superdxido dismutase (SOD) e a glutationa
peroxidase (GPx) (Fig. 5A-D), bem como pelo menor recrutamento
de neutrdéfilos para o tecido da ferida. Em resultado da redugédo
do stress oxidativo, os danos nas principais biomoléculas
celulares, em particular nos lipidos, também diminuiram na
presenca do LLKKK18, comparativamente com o hidrogel aplicado
isoladamente (Fig. 5E-G). Isto é de enorme importdncia, pois
pode ajudar a recuperar a ferida e a reparar os tecidos mais

rapidamente.

[0084] Foi observado um aumento inesperado do stress oxidativo
no dia 9, no seguimento de um aumento significativo dos niveis
de SOD e de H»0>. Contudo, ndo foram induzidos quaisquer danos
ao nivel do ADN, lipidos ou proteinas, o que pode estar
relacionado com O aumento da atividade da catalase,
contrariando a produgdo de H:02 ao converté-lo em agua.
Relativamente a atividade da GPx, observou-se ao longo do tempo
uma tendéncia similar entre as feridas tratadas com LLKKK1S8 e

as feridas tratadas com hidrogel, o gue sugere que o péptido
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exerce pouca ou nenhuma influéncia sobre a atividade desta

enzima antioxidante.

[0085] As reacdes de oxidacdo had muito que s&do associadas a
reticulacdo do colagénio na presenca de elevadas concentracgdes
de glucose. Um estudo conduzido por Elgawish e colegas
proporcionou evidéncias do papel fulcral desempenhado pelo H20:
na reticulacdo do colagénio e na estabilidade térmica in vivo.
Os autores acompanharam a cinética da glicacdo no tecido em
tenddes implantados em ratos diabéticos, tendo concluido que
a glicoxidacdo e reticulacdo mais réapidas ocorreram 30 dias
apds o surgimento da diabetes, ou seja, na altura em que foi
detetada a elevada glicacdo no tecido. No entanto, quando foi
injetada catalase ou outros antioxidantes, a reticulacdo do
colagénio foi suprimida. Também foi reportado que o elevado
gasto de energia observado em qgueimaduras aumenta a
glicogendélise, com uma subsequente producdo de glucose
melhorada que resulta num estado hiperglicémico. Neste
sentido, ¢é razoadvel considerar que a formacdo de perdxido de
hidrogénio induzida pelo LLKKK18 em feridas de queimaduras ao
9° dia pode, na verdade, estar a acelerar a reticulacdo do
colagénio, contribuindo assim para uma remodelacdo mais rapida

da matriz extracelular.

[0086] A angiogénese, a formagdo de novos vasos sanguineos a
partir de vasos pré-existentes, constitui um fator importante
para a adequada cicatrizacdo das feridas de gqueimaduras, dado
0 maior ritmo metabdlico observado em tais feridas exigir o
rapido e eficiente transporte de nutrientes, células
inflamatérias, citocinas e quimiocinas para o local da ferida.
Embora j& tenham sido atribuidas propriedades prdé-angiogénicas
ao LL37, ndo tinham sido registados quaisquer dados sobre a

capacidade do LLKKK18 para induzir a angiogénese.
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[0087] Agui revelou-se o claro efeito prdé-angiogénico do
LLKKK18 in vivo, dado ter induzido, em comparagdo com O
hidrogel isoladamente, um aumento trés vezes superior em termos
da densidade dos microvasos recentemente formados (Fig. 6A-D).
Esta propriedade foi ainda confirmada num modelo de ratinho.
De forma similar aos achados no modelo de rato, observou-se um
acentuado efeito angiogénico na presenca do LLKKK18 (Fig. 7A-
C). Além disso, como algumas vezes 0OS NOvos Vvasos apresentam
fugas, condicionando assim o transporte de substédncias para o
local da ferida e aumentando o edema, quantificdmos os niveis
de caderina vascular endotelial (em inglés VE-cadherin), uma
proteina envolvida na regulacdo da permeabilidade wvascular e
na estanquidade dos vasos. A expressdo da caderina vascular
endotelial revelou-se maior na presenca do LLKKK18, indicando
que este péptido melhorou a integridade e estabilidade dos

microvasos recentemente formados.

[0088] Durante os primeiros dias apdés a lesdo, desenvolve-se
uma resposta inflamatdéria no tecido queimado, iniciando a
migracdo e proliferacdo de células, bem como a depuragdo de
detritos celulares. Mais importante ainda, o equilibrio da
humidade, tal como o proporcionado pelo hidrogel, foi reportado
como sendo crucial para a cicatrizacdo, dado o ambiente humido
facilitar a acdo de fatores de <crescimento, citocinas e
quimiocinas. Na verdade, os niveis de oncogene-alfa regulada
pelo crescimento (Gro-o), uma citocina quimiocatraente de
neutré6filos, revelaram-se menores durante os primeiros 3 dias
em queimaduras tratadas com LLKKK18 (Fig. 9A). De igual modo,
a imunocoloracdo revelou um numero muito menor de neutrdfilos

nas feridas tratadas com LLKKK18 no primeiro dia (Fig. 8A-B).

[0089] Durante os primeiros dias apds a lesdo, o LLKKKI1S8
libertado dos conjugados com dextrina estimula uma resposta

inflamatdéria mais baixa do que o hidrogel de carbopol aplicado
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isoladamente (Fig. 8C-D). Para além da diminuicdo dos niveis
de Gro-a e do numero de neutrdfilos, fol detetada uma menor
concentracdo da proteina 1 quimicatraente de mondbcitos (MCP-
1) (Fig. 9B). A MCP-1 é uma citocina pré-inflamatdéria conhecida
por recrutar mondcitos que se diferenciam em macrdéfagos no
local da ferida. 0Os macrdéfagos podem adaptar-se facilmente a
diferentes funcdes bioldgicas devido a sua plasticidade,
trocando de fendtipo em funcdo dos sinais que os rodeiam. Em
tracos gerais, e dependendo da via de ativacédo, os macrdéfagos
podem ser macrbéfagos do tipo M1 (classicamente ativados) ou do
tipo M2 (alternativamente ativados). Os macrdéfagos M1, que sdo
induzidos por lipopolissacarideos (LPS) ou por interferdo gama
(IFN-vy), sdo caracterizados como pré-inflamatdrios e provocam
uma resposta do tipo 1. Por outro lado, os macrdéfagos M2
provocam uma resposta anti-inflamatdéria estimulada pela IL-4,
IL-13 ou IL-10 [22]. Os nossos dados mostram gque o tratamento
com LLKKK18 resulta no recrutamento precoce de macrdéfagos M2,
sugerindo uma resolugdo mais rapida do estddio inflamatdrio e
uma potencial regulacdo da angiogénese através da alteracdo
dos macréfagos M2. Na verdade, foi demonstrado gque os
macréfagos M2 apresentam um potencial angiogénico mais elevado
quando comparados com outros subconjuntos. De forma
consistente com estes achados, os niveis de IL-10 também se
revelaram mais elevados na presenca de LLKKK18 durante os
primeiros dias apdés a lesdo (Fig. 9D). A IL-10 é uma citocina
anti-inflamatéria cuja importante influéncia sobre a
polarizacdo de macrdéfagos e respetiva capacidade para regular
a angiogénese Jja foil anteriormente reportada. Além disso, a
concentracdo de VEGF aumentou quase em simulténeo nas feridas
tratadas com LLKKK18 (Fig. 9C). O VEGF tem sido descrito como
um dos mais importantes estimuladores da angiogénese e da
vasopermeabilidade, sendo  produzido por macrdéfagos em

resultado do ambiente hipdxico da queimadura, para estimular
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a migracdo e proliferacdo de células endoteliais. O aumento do
numero de macrdéfagos M1 que ocorre no 9° dia nas feridas
tratadas com LLKKK18 pode estar relacionado com a maior
concentracdo de H202. De facto, foi reportado que o H202 modula
a expressdo de leucdcitos e a adesdo de moléculas de adeséo

endotelial.

[0090] O TGF-B participa em diferentes funcdes celulares,
incluindo a inflamacdo, a estimulacdo da angiogénese, a sintese
de colagénio e a remodelacgdo tecidular. O seu envolvimento
nestes processos pode, pelo menos parcialmente, explicar a
regulacgdo ascendente e descendente dos niveis desta citocina,
que foram observados durante a progressdo da cicatrizacdo das
feridas (Fig. 9E). Wang e colegas reportaram a rapida regulacéo
ascendente dos niveis de TGF-p apds a lesdo, sugerindo que o
mesmo é responsavel pelo inicio da inflamacgdo, juntamente com
outras citocinas, como a MCP-1, e a formacdo de tecido de
granulacdo. De facto, verific&mos um aumento inicial dos niveis
de TGF-{ nas feridas de controlo. No entanto, o LLKKK18 manteve
esta citocina em niveis normais para a pele, confirmando assim
a reducdo da resposta inflamatdéria provocada por este péptido.
Além disso, a maior expressdo de TGF-B observada 18 dias apds
a queimadura pode estar relacionada com o papel desempenhado
pelo TGF-B na remodelacdo tecidular. Na verdade, sabe-se héa
algum tempo que o TGF-B libertado pelas células inflamatédrias
estimula os fibroblastos a contrair a matriz da ferida e
estimula a producdo de colagénio e de fibronectina, reforcando

assim o tecido da ferida.

[0091] A divulgagdo ndo deve ser encarada de forma alguma como
estando restringida as formas de realizacdo descritas e uma
pessoa com conhecimentos normais na arte 1ird prever muitas

possibilidades de modificagdo das mesmas.
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[0092] As formas de realizacéao acima descritas sao

combinaveis.

[0093] As reivindicacdes seguintes definem mais
aprofundadamente formas de realizacao particulares da
divulgacéao.

Data: 11 de outubro de 2016
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REIVINDICACGCOES

Uma composicdo caracterizada por compreender:

pelo menos um polimero selecionado da seguinte lista:
polimero de dextrina, polimero compreendendo carbdmero,
ou suas misturas e;

pelo menos um péptido antimicrobiano compreendendo pelo
menos uma sequéncia 95% idéntica a sequéncia SEQ. ID 1,
em particular idéntica a SEQ ID 1.;

com uma dgquantidade terapeuticamente eficaz de todos

componente anteriores.

A composicdo de acordo com a reivindicacdo precedente em
que o péptido antimicrobiano é conjugado com o referido

polimero, em particular dextrina.

A composigédo de acordo com qgualquer uma das
reivindicacdes anteriores em que o) polimero

compreendendo carbémero é carbopol.

A composicéao de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 2-3 em que o péptido antimicrobiano

conjugado é embebido em carbopol.

A composicéao de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes anteriores em gque a concentracdo de
péptido antimicrobiano é entre 1 -20 uM, em particular

10 - 12 uM.

A composicao de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes anteriores em que a referida concentracdo
de dextrina é entre 0,5 - 10 mg/ml, em particular 2 - 3

mg/ml.



7.

10.

11.

12.

13.

14.

A composicgao de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes anteriores em que o referido polimero

dextrina tem um peso molecular entre 1.000-20.000 g/mol.

A composicao de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores em que o referido polimero

dextrina tem um peso molecular entre 1.000-5.000 g/mol.

A composicao de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes anteriores em que a referida concentracdo
de polimero carbdémero ¢é entre 0,2 - 1% (p/v), em

particular 0,4 - 0,6% (p/v).

A composigédo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores compreendendo ainda uma

pluralidade de hidrogéis.

A composigédo de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes anteriores em gque o segundo ou mais
hidrogéis sdo selecionados de uma lista consistindo em
carbopol, matrigel, acido hialurédénico, dextrano,

alginato, colagénio, ou suas misturas.

A composicao de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, em que a composicdo é uma

formulacdo tdépica ou uma formulacdo injetavel.

A composicgao de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes anteriores, em que a formulacdo tépica é

um gel, um creme ou uma locgdo.

A composicao de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores compreendendo ainda um agente
anti-inflamatério, um agente antisséptico, um agente
antipirético, um  agente anestesiante, um agente

terapéutico, ou suas misturas.
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15.

16.

17.

18.

19.

Um péptido antimicrobiano caracterizado por compreender
uma sequéncia 95% idéntica a sequéncia SEQ ID No. 1, ou
a uma porcdo/fragmento para o uso no tratamento de

feridas em mamiferos.

A composicdo descrita em qualgquer uma das reivindicacdes

anteriores para o uso em medicina ou cosmética.

A composicao de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 1-16, para o uso no tratamento de feridas

em mamiferos, em particular mamiferos diabéticos.

A composigédo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1-16, para o uso no tratamento de doencas

isquémicas e vasculares.

A composicgéo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1-16, para o uso no tratamento de feridas

superficiais ou de espessura parcial.

Data: 11 de outubro de 2016
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