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PROTEINA C ATIVADA EM CONDICOES INFLAMATORIAS
AFETANDO O TRATO RESPIRATORIO. A presente invencdo prové
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“ADMINISTRACAO EM VIAS AEREAS DE PRbTEiNA C
ATIVADA EM CONDICOES INFLAMATORIAS AFETANDO O TRATO RESPIRA-
TORIO”

Todas as patentes e referéncias ndo-patente cita-
das no pedido de patente, ou no presenté pedido de patente,
sdo aqui também incorporadas por referéncia em sua totalida-
de.

Campo da Invencgao

A presente invengdo prové processos para impedif
deposicdo de fibrina croénica e recorrente, aguda nos espagos
aéreos do trato respiratério, em particular os alvéolos e
bronquiolos, em qualquer doenga associada com tal deposigao
em criancas e adultos. Estas doengas incluem doengas infla-
matdérias de pulmées como dano agudo de pulmdo (ALI), que po-
dem estar relacionadas direta ou indiretamente a trauma pul-
monar, por exemplo, seguindo terapia ventiladora (dané de
pulmido induzido por ventilagdo (VILI)), condigles inflamaté-
rias como doengas autoimuneé, pancreatite, penumonite de as-
piracdo, inalagdo de fumaca téxica, sindrome de doenca res-
piratéria aguda (ARDS), que é uma manifestagdo mais severa
de ALI, infeccdes tais como sepsia, sepsia severa e choque
séptico; pneumonia de qualquer causa; doengas broncoalveola-
res aguda e crdnica, alveolite de fibrose, bronquiolite, fi-
brose cistica, e também doencas com severa hiper-reatividade
de vias aéreas, por exemplo, asma bronquial e insuficiéncia
de pulmdo induzida por droga, por exemplo, seguindo quimio-
terapia como bleomicina. Nos processos da presente inVengéo,

anticoagulantes como proteina C ativada, se estes agentes
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sdo derivados de plasma ou preparados por tecnologia de ADN
recombinante, sdo administrados intratraquealmente, intra-
bronguialmente, ou para O espago alveolar‘via administracao
para vias aéreas. Estes processos sdo uteis em medicina cli-
nica, especialmente medicina de cuidados criticos ou inten-
sivos e medicina respiratéria.

Antecedentes da Invengao

A deposicdo de fibrina nos espagos aéreos do trato
respiratério, particularmente os espagos aéreos alveolares e

bronguiolares, é uma fregiiente complicacdo de condicdes in-

‘flamatérias sistémicas tais como aquelas resultantes de

trauma, sepsia, sepsia severa e choque séptico, ALI induzida

por droga, ARDS ou pneumonite (por exemplo, devido a meto-

trexato, bleomiciné ou sirolimus) (Amigues L, Klouche K,
Massanet P, Gaillard N, Garrigue V, Beraud JJ, Mourad G. Si-
rolimus-associated acute respiratory distress syndrome in a
renal transplant recipient. Transplant proc. 2005; 37; 2830-
1) e dano de pulmdo induzido por ventilador (VILI) (MacInt-=
yre NR. Current Issues in mechanical ventilation for respi-
ratory  failure. Chest. 2005; 128561S) e dano de pulmdo
secundério para ventilaééo mecanica (VILI (The Acute Respi-
ratory Distress Syndrome Network: Ventilation with lower
tidal volumes as compared with traditional tidal volumes for
acute lung injury and the acute respiratory distress syn-
drome. N Engl J Med. 2000; 342:1301-1308.

Estas condig¢des conduzem a uma ativacdo sistémica
de coagulacdo, por ultimo resultando na deposigdo de fibrina

nos espacos intravascular e extravascular, isto é, nos com-
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partimentos alveolares e brongquiais. Ao mesmo tempo, a ati-

vacdo inflamatéria causa a liberagao de citocinas proé-

inflamatoérias tais como fator alfa de necrose de tumor (TNF-

a), interleucina l-beta (IL-1f), interleucina 6 (IL-6) e in-

.~ terleucina 8 (IL-8) a partir de células inflamatérias ativa-

das. Deposicdo de fibrina intravascular e a liberagdo de ci-
tocinas pré-inflamatérias nos espagos aéreos dos pulmdes
causam um dano de tecido caracterizado por uma aumentada
permeabilidade da membrana alveolar-capilar com difuso dano
alveolar e a acumulacdo nos alvéolos de fluido de edema rico
em proteinas de plasma, incluindo os componentes do sistéma
de coagulagdo de sangue, € uma redugéo em produgdo de tenso-
ativo. Como um resultado, uma membrana hialina rica em fi-
brina é formada nos dutos alveolares e espagos aéreos. Em
uma fase posterior, uma massiva infiltracgdo de neutré6filos e
outras células inflamatérias ocorre, seguida por organiza-
cdo dos exsudados e fibrose. Esta seqiiéncia patoldégica foi
descrita e revista por Bellingan GJ, 2002: “The pathogenésis
of ALVARDS”, Thorax 57:540-546. As condig¢des clinicas cor-
respondendo a esta patologia sao éhamadas ALI ou ARDS, dife-
rindo somente em que ARDS é mais severa e caracterizada por
maior hipoxemia de modo que a razao de Po arterial para
fracdo de oxigénio inspirada (Pao2/Floz) < 200 mmHg. ALI e
ARDS ocorrem como parte da sindrome de resposta inflamatéria
sistémica (SIRS), que pode ser devida a causas infecciosas
ou nao-infecciosas como pancreatite ou trauma pulmonar dire-
to ou indireto; guando a ‘causa de SIRS. é infecciosa, ela é

chamada sepsia, que, quando associada com disfuncdo de or-
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gdo, é devida como sepsia severa, e quando associada com
significante hipotensdo, como choque séptico.

Uma seqliéncia similar de eventos patoldgicos ocor-
re em pneumonias devido a uma variedade de causas, incluindo
agentes virais, bacterianos e fungés, por exemplo, pneumonia
Pneumocystis carinii (PCP), bronquiolite(por exemplo, secun-
daria para pneumonite viral e/ou doenga de hospedeiro-
versus-enxerto pulmonar (GVHD)), conduzindo também a exsuda-
dos alveolares e deposicdo de fibrina naqueias regides do
pulmido afetadas pelo processo inflamatoério. Foi destacado
(por exemplo, por Levi M et al., 2003: “Bronchoalveolar coa-
gulation and fibrinolysis in endotoxemia and pneumonia”,
Crit Care Med 31:S8238-5242) que o pulmdo é particularmente
suscetivel a deposicdo de fibrina em sepsia, mostrando este
fenémeno em um maior grau que outros 6rgdos. A extensiva de-
posicdo local de fibrina sugere que ativagdo local de coagu-
lacdo ou perturbagdo de sistemas reguladores fisioldégicos
locais podem estar envolvidas. No compartimento broncoalveo-
lar, fator de tecido (TF), expresso localmente sobre células
macrbéfagos alveolares e sobre o epitélio, parece ter um pa-
pel central na iniciacdo de coagulagédo, enquanto anticoagu-
lagado fisiolégica devido a antitrombina e o sistema de pro-
teina C estd disfuncional. Foi documentado que o sistema de
proteina C ¢é acentuadamente interrompido em pacientes com
ALI/ARDS de ambas as causas, séptica e ndo-séptica e ha evi-
déncia de ambos, desarranjos circulatérioé e intra-
alveolares no éaminho de proteina C em ALI/ARDS (Ware LB e t

al., 2003:”Protein C and thrombomodulin in human acute lung
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injery”, Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 285:L514-L521).

Ao mesmo tempo, hé& uma acentuada depressdo de fi-
brindélise local, isto &, coagulagdo é regulada ascendente-
mente localmente no pulmdo danificado, enquanto atividade
fibrinolitica é acentuadamente diminuida.

Resumo da Invengdo

' O objeto da presente invengdo é aperfeicoar o tra-

tamento de ALI, ARDS, pneumonia e doengas pulmonares infla-
matdrias através de enderecamento de ativagdo pulmonar local
do sistema de coagulacido e a deficiéncia local de mecanismos
anticoaguladores, através de aplicacgao del anticoagulantes
relevantes, ou agentes capazes de bloquearem a iniciagdo
local de coagulacgdo, através de administracdo local nas vias
aéreas. Desta maneira uma alta concentragdo local destes a-
gentes pode ser obtida nas vias aéreas afetadas, de modo que
deposicdo de fibrina extra-vascular pode ser mais efetiva-
mente inibida do que através de administracdo sistémica (in-
travenosa) . dos mesmos agentes, mas evitando ou reduzindo e-
feitos adversos sistémicos. A adhinistragéo em vias aéreas
desteé agentes pode ser dada sozinha ou como um suplemento
para administragéo intravenosa do mesmo'ou outros agentes.
Devido a “conversa-cruzada” (“cross-talk”) entre coagulagao
eAinflamagéo, a administragéo a vias aéreas destes agentes é
também esperada modular inflamacdo pulmonar local, através
de redﬁgéo de ativacdo local de trombina‘e em certos casos
também através de acdo antiinflamatéria direta.

Um aspecto da presente invengdo refere-se a um

processo para redugdo de deposicdo de fibrina extra - vascu-
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lar nas vias aéreas, especialmente nos espagos alveolares ou
broncoalveolares, em sujeitos humanos com condi¢bes pulmona-
res inflamatérias e/ou infecciosas que conduzem a tal depo-
sicdo de fibrina, o processo compreendendo a administragao
via as vias aéreas de anticoagulantes, se purificados de
plasma ou obtidos por tecnologia de ADN recombinante.

Descrigao Detalhada da Invengado

A presente invengdo refere-se a administracao nas
vias aéreas, através de qualquer processo apropriado inclu-
indo, mas ndo limitado a, administragéo intratraqueal, in-
trabrongueal ou intraalveolar, para um sujeito humano inclu-
sive de ambos, adultos e criancas, de proteina C-ativada hu-
mana purificada ou concentrada (APC), ou seus derivados, co-
mo quer que preparados, para prevenir ou reduzir deposicao
de fibrina extra - vascular nas vias aéreas, especialmente
os espagos aéreos alveolares ou broncoal&eolares. Tal depo-
sicdo de fibrina pode resultar de uma condigdo aguda, uma
condigéo recorrente ou uma condicdo crdénica e pode ser devi-
da a uma variedade de causas, incluindo mas ndo limitado a
trauma, direto ou indireto, inflamacdo ou infecgdo, devido a
deposicdo de fibrina induzida por droga em vias aéreas e in-
tersticio de pulmdo, doencas congénitas como fibrose cisti-
ca, ou devido a uma combinagdo de tais possiveis causas. Por
exemplo, é acreditado que os processos da presente invengéo
serdo uteis em tratamento de deposigdo de fibrina alveolar
caracteristica de ALI ou ARDS surgindo em uma grande propor-
cdo de pacientes com sepsia de graus varidveis, em pacilentes

com pneumonias severas, bronquiolite obliterans e em alveo-
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lite de fibrose.

Definicdes

Afinidade: a resisténcia de ligacao entre recepto-
res e seus ligantes, por exemplo, entre um anticorpo e seu
antigeno. |

Residuo de aminoé&cido:Aquela parte do aminoacido
que estd presente na cadeia de polipeptideo na qual o amino-
dcido é ligado a outros.aminoécidos por ligac¢des peptidicas
(amida) . Os residﬁos de aminoadcidos aqui descritos estédo
preferivelmente na forma isomérica “L”. Entretanto, o amino-
4cido abrange todo aminodcido tal como L-aminoacido, D-
aminoacido, alfa aminodcido, beta aminocacido, gama aminoaci-
do, aminoééido natural e aminocdcido sintético ou semelhan-
tes, tanto gquanto a desejada propriedade_funcional seja re-
tida pelo polipeptideo. Ainda incluidos sao aminoacidos na-
turais ou sintéticos que foram modificados. NH; refere-se ao
grupo amino livre presente no terminus amino de um polipep-
tideo. COOH refere-se ao grupo carboxi 1livre presente no
terminus carboxi de um polipeptideo. Abreviaturas padrdes de
polipeptideos para residuos de aminoadcidos sdo aqui usadas.

Deve ser notado que todas as segiliéncias de résiduo
de aminoacido aqui representadas por férmulas tém uma orien-
tacdo da esquerda para a direita na diregdo convencional de
terminus amino para terminus carboxi. Além disso, deve ser
notado que um traco no inicio ou fim de uma seqliéncia de re-
siduo de aminoacido indica uma ligagdo peptidica a ainda uma
seqiiéncia de um ou mais residuos de aminoacidos ou uma liga-

cdo covalente a um grupo terminal amino tal como NHz ou ace-
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tila ou a um grupo terminal carboxi tal como COOH.

Aminodcido modificado:um aminodcido onde um seu
grupo arbitrario é quimicamente modificado. Em particular,
um aminodcido modificado quimicamente modificado no atomo de
carbono alfa em um alfa aminodcido é preferivel.

Polipeptideo:A frase polipeptideo refere-se a uma
molécula compreendendo residuos de aminoacidos que nao con-
tém ligacdes outras que ndo ligagdes amida entre residuos de
aminoacidos adjacentes.

Molécula APC

A presente invengdo refere-se ao uso de moléecu-
la(s) APC na fabricacdo de um medicamento para o tratamento
local de deposicdo de fibrina pulmonar aguda e extravascu-
lar. O termo “molécula A?C” é aqui usado para referir-se a
qualquer molécula capaz de ligagdo a e destruicgdo proteoli-
tica de fatofes de coagulacdo Va e VIIIa e capaz-dé ligacao
a e de neutralizacdo de PAI-1 e/ou de ligagdo especificamen-
te ao receptor de proteina C (receptor de proteina C endote-
lial EPCR)). Processos para avaliagdo de atividade funcional
das moléculas APC para uso na presente invengdo incluem a-

queles descritos por Gruber A, Griffin JH. Direct detection

of actived protein C in blood from human subjects. Blood.

1992 May 1; 79(9);2340-8, e Strandberg K, Kjellberg M, Kne-
bel R, Lilja H, Stenflo J.A sensitive immunochemical assay
for measuring the concentration of the actived protein C -

protein C inhibitor complex in plasma: use of a catcher an-

" tibody specific for the complexed / cleaved form of the in-

hibitor. Thromb Haemost. 2001; 86(2):604-10.
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E para ser entendido que a atividade das moléculas
APC para uso na presente invengdo pode ser menos potente ou
mais pbtente que APC nativa.

APC é uma serina proteinase dependente de vitamina

K e é a forma ativada da proteina C. APC tem ambas proprie-

~dades, anticoagulante e pré-fibrinolitica. Proteina C humana

é um polipeptideo de 46l aminoacidos, que sofre um nimero de
modificacdes péds-traducionais para criacdo de proteina C a-
tivada. Estas modificacdes incluem 1) clivagem de uma se-
giéncia sinal de 42 aminodcidos; 2) clivagem de residuos li-
sina e arginina (posicdes 156 e 157) para obtengdo de um zi-
mogénio inativo de 2 cadeias (uma cadeia leve de residuo de
155 aminoacidos ligada via uma ponte dissﬁlfeto a uma cadeia
peséda de residuo de 262 aminoacidos); 3) barbdxilagéo de-
pendente de vitamina K de nove reéiduos de &cido glutéamico
localizados dentro de 45 residuos de terminal amino (domi-
nio-gla); e 4) ligacdo de carboidrato em quatro sitios (um
na cadeia leve e trés na cadeia pesada). Finalmente, o zimo-
génio de 2 cadeias pode ser ativado através de remocdo de um
dodecapeptideo no terminus-N da cadeia pesada.

A presente invengdo ainda inclui o uso de polipep-
tideos APC humanos produéidos transgenicamente ou sintetica-
mente ou recombinantes. Assim, em uma realizagdo, a molécula
APC é um homdélogo de APC.

A proteina C humana ativada que é pretendida ser
administrada de acordo com a presente invenvg:éo compreende
proteina C humana ativada ocorrendo naturalmente, ou analo-

gos biologicamente ativos da mesma, se preparados de plasma
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ou produzidos recombinantemente ou transgenicamente ou sin-
teticamente. Proteina C ativada recombinante pode ihcorporar
modificacdes (por exemplo, substituicées e/ou supressodes
e/ou adicdes de aminodcidos de seqgiiéncias de aminodcidos he-
terélogas), que pode resultar em analogos com aperfeicoada
atividade bioldégica. Por exemplo, a APC pode ser produzida
ﬁsando sistemas de cultura de célula eucaridtica (por exem-—
plo, células AV12 ou CHO, LLC-MK2, HEPG-2, 293 de rim huma-
no), animais transgénicos, plantas transgénicas, ou sistemas
in vitro. Nestes sistemas, a proteina pode ser produzida co-
mo um precursor inativo, que, apds purificacgao, é ativado
por clivagem de trombina e formulado para administracdo. Al-
ternativamente, a APC pode ser produzida por secregdo direta
da forma ativada de proteina C.

Detalhes de producgao, pufificagéo, ativacao, e
formulagdo de APC sdo conhecidos na técnica e sao deséritos,
por exemplo, na patente US 6 156 734, que ¢ aqui incorporada
por referéncia em sua totalidade. Também, genes APC e plas-
mideos que podem ser usados nestes processos sao descritos
nas patentes US 4 981 952; 4 775 624; e 4 992 373, que sao
aqui incorporadas por referéncia. Proteina C ativada também
pode ser obtida a partii de fontes comerciais. Por exemplo,
um especifico exemplo de uma APC que podé ser usada na in-
vencdo é ﬁroduzida por Eli Lilly and Company, sob o nome de
XIGRIS™ (proteina C humana recombinante ativéda).

Em uma realizacdo preferida da presente invengéo,
a molécula de APC é um anadlogo de APC. Uﬁ “andlogo de APC” é

definido como uma molécula tendo uma ou mais (tal como 20 ou
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menos, por exemplo, 17 ou menos, tal como 15 ou menos, por
exemplo, 13 ou menos, tal como 1l ou menos, por exemplo, 9
ou menos, tal como 7 ou menos, por exemplo, 5 ou menos, tal
como 3 ou menos, por exemplo, 2 ou menos, tal como 1 ou me-
nos) substituicdes, supressdes, inversdes ou adig¢les de ami-
noacidos em relacdo a APC e pode incluir formas de D-
aminoacidos.

Andlogos de APC também foram descritos em WO
01/57193 e incluem andlogos de APC que sdo criados de analo-
gos de proteina C contendo pelo menos duas das seguintes
substituicdes de aminodcidos em SEQ ID NO: 1: His na posicgdo
10 é substituida com Gln; Ser na posigdo 11 é substituilda
com Gly; Ser na posigdo 12 é substituida com Lys; Gln na po-

sicdo 32 é substituida com Glu; Asn na posigdo 33 é substi-

tuida com Asp ou Phe; e, o aminoacido na posigdo 194, 195,

228, 249, 254, 302 ou 316 é susbtituido com um aminoacido
selecionado de Ser, Ala, Thr, His, Lys, Leu, Arg, Asn, Asp,
Glu, Gly, e Gln, ou a sua forma amida, e seus sais farmaceu-
ticamente aceitéveis.

Moléculas APC preferidas usadas na presente inven-
cdo também podem incluir analogos de APC nos quais um ou
mais aminodcidos que ndo estavam presentes na seqiiéncia ori-
ginal sdo adicionados ou suprimidos, e seus derivados. Tais
anadlogos sdo, por exemplo, descritos em EP 0 946 715, onde o
dominio Gla de proteina C foi substituido por dominios Gla
de outros polipeptideos dependentes de vitamina K, tal como
fator VII, fator X e protrombina.

Em uma realizacdo da presente invengdo o analogo
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de APC exibe uma aperfeicoada atividade anticoagulante com-
parado com a proteina tipo selvagem. Em uma realizagdo pre-
ferida o andlogo tem uma maior afinidade de 1ligacao para
seus substratos, tais como, por exemplo, Fva e FVIIIa, que a
proteina tipo selvagem. Ainda em uma outra realizagdo o ana-
logo de APC tem uma menor afinidade de ligagdo para seus i-
nibidores, tais como, por exemplo, inibidor de proteina C,
alfa-tripsina ou plasminogénio ativador de inibidor-1, que a
proteina tipo selﬁagem. Em uma outra realizacdo da presente
invencdo o andlogo de APC exibe uma aperfeicoada atividade
pré-fibrinolitica comparado com a proteina tipo selvagem. Em
uma realizacdo preferida o andlogo tem uma afinidade de 1li-
gacdo a PAI-1 maior que a proteina tipo selvagem. Em uma ou-
tra realizagdo o énélogo de APC é capaz de inibir PAI-1. A-
inda em uma realizacdo as modifica¢des resultam em uma esta-
bilizagdo do analogo de APC. Tais andlogos s&o, por exemplo,
descritos em pedidos de patente WO 99/20767 e WO 03/073980,
que s&o aqui incorporados por referéncia em suas totalida-
des. Andlogos de APC podem ser usados de acordo com a pre-
sente invencdo sozinhos ou em combinagdo com outros analogos
de APC e/ou hombélogos e/ou derivados e/ou conjugados. Por
exemplo, um andlogo de APC com uma maior afinidade de liga-
cdo para FVa e/ou FVIIIa pode ser usado em combina¢do com um
homélogo de APC capaz de ligagdo seletiva a, e inibigdo de
PAI-1.

Em uma outra realizacdo preferida da presente in-
vencdo, a molécula de APC é um derivado de APC. Um “derivado

de APC” é definido como uma molécula tendo a seqliéncia de
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aminoadcidos de APC ou de um andlogo de APC, mas adicional-
mente compreende modificacdo quimica de um ou mais de seus
grupos laterais amino, &tomos de carbono alfa, grupo amino
terminal, ou grupo Aacido carboxilico terminal. Uma modifica-
cdo quimica inclui, mas ndo é limitada a, adigcdo de metades
gquimicas, criacdo de novas ligagdes, e remocdo de metades
guimicas. Modificag¢bes em grupos laterais de aminodcidos in-
cluem, sem limitacdo, acilagdo de grupos amino - epsilon de
lisina, N-alquilacdo de arginina, histidina, ou lisina, al-
quilacdo de grupos acido carboxilico aspartico ou glutémico,
e desamidacdo de glutamina ou asparagina. Modificag¢des do
terminal amino incluem, sem limitac¢do, desamino, algquila N-
inferior, alquila N-di-inferior, e modificagdes N-acila. Mo-
dificac¢des do grupo carboxi terminal incluem, sem limitacdo,
a amida, alquil amida inferior, dialquil amida, e modifica-
¢des alquil éster inferior. Alquila inferior & C;.4 alquila.
Além disso, um ou mais grupos laterais, ou grupos terminais,
podem ser protegidos por grupos protetores conhecidos por
aqueles versados na técnica. O carbono alfa de um aminoacido
pode ser mono- ou dimetilado.

Hombélogos de moléculas APC

Um hombélogo de uma ou mais das seqiéncias aqui es-
pecificadas pode variar em um ou mais amino&cidos como com-
parado as seqiiéncias definidas, mas & capaz de desempenhar a
mesma funcdo, isto é, um homdélogo pode ser pretendido como
um equivalente funcional de uma seqgiiéncia pré—detefminada.

Assim, em uma realizacdo preferida da presente in-

vengdo, a molécula APC é um hombdélogo de qualquer uma das mo-
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léculas aqui mostradas, tal como um homdélogo de qualgquer uma
das moléculas selecionadas do grupo consistindo em:

eAPC

oXIGRIS

eDrotrecogin alfa ativado

Assim, em uma realizacdo preferida da presente in-
vencdo, a molécula APC é um peptideo contendo uma ou mais
substituic¢des, inversdes, adicdes e/ou supressdes de aminoa-
cidos, comparado com qualquer uma das moléculas aqui mostra-
das, tal como uma molécula selecionada do grupo consistindo
em:

eAPC

oXIGRIS

eDrotrecogin alfa

Em uma realizacgdo, © numero de substituigées, su-
pressdes ou adigdes é de 20 aminodcidos ou menos, tal como
15 aminoé&cidos ou menos, por exemplo, 10 aminocdcidos ou me-
nos, tal como 9 aminoacidos ou menos, por exemplo, 8 aminoa-
Cidog ou menos, tal como 7 aminocdcidos ou menos, por exem-
plo, 6 aminodcidos ou menoé, tal como 5 aminodcidos ou me-
nos, por exemplo, 4 aminoacidos ou menos, tal como 3 aminoa-
cidos ou menos, por exemplo, 2 aminodcidos ou menos (tal co-
mo 1), ou qualquer inteiro entre estas quantidades. Em um
aspecto da invencgdo, as substituig¢des incluem uma ou mais
substituicdes conservativas, tal como 20 ou menos substitui-
¢des conservativas, por exemplo, 18 ou menos, tal como 16 ou
menos, por exemplo, 14 ou menos, tal como 12 ou menos, por

exemplo 10 ou menos, tal como 8 ou menos, por exemplo, 6 ou
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menos, tal como 4 ou menos, por exemplo, 3 ou menos, tal co-
mo 2 ou menos substituicdes conservativas. Uma substituicgao
“conservativa” representa a substituigdo de um residuo ami-
nodcido por outro, residuo aminodcido relacionado pertencen-
do ao mesmo grupo de aminocadcidos, tais como aqueles com uma
cadeia lateral hidrofébica, aqueles cém uma cadeia lateral
aromatica, aqueles com uma cadeia lateral béasica, aqueles
com uma cadeia lateral &cida, aqueles com uma cadeia lateral
hidroxila e aqueles com uma cadeia lateral polar ndo-
ionizada. Exemplos de substituigdo conservativa incluem a
substituicdo de um residuo hidrofdébico, como isoleucina, va-
lina, leucina ou metionina por um outro, ou a substituigdo
de um residuo béasico por outro, tal como a substituigdo de
arginina por lisina, ou a substituicdo de um residuo &cido
por outro, tal como acido glutdmico por Aacido aspéftico, ou
a substituicdo de um residuo polar ndo-ionizado por outro,
tal como a substituigdo de glutamina por asparagina, e Seme—
lhantes. A tabela que se segue lista substituig¢des de amino-

dcidos conservativas, ilustrativas, mas ndo limitantes.

Residuo Original Substitui¢des Exemplares
Ala Ser, Thr, Val, Gly

Arg Lys

Asn ' : His, Ser

Asp Glu, Asn

Cys Ser

Gln | Asn, His

Glu Asp, Glu
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Gly Ala, Ser

His Asn, Gln

Ile Leu, Val, Thr
Leu Ile, Val

Lys Arg,  Gln, Glu, Thr
Met Leu, Ile, Val
Phe Leu, Tyr

Ser Thr, Ala, Asn
Thr Ser, Ala

Trp Arg, Ser

Tyr Phe

Val Ile, Leu, Ala
Pro Ala

Outros homdlogos APC apropriados para OS usos e
processos da presente invengdo sdo seqiiéncias de peptideos
tendo mais que 50 porcento de identidade, e preferivelmente
mais que 90 porcento de identidade de seqiéncia (tal como
mais que 91% de identidade de seqiéncia, por exemplo, mais
que 92%°de identidade de seqiiéncia, tal como mais que 93% de
identidade de segiiéncia, por exemplo, mais que 94% de iden-
tidade de seqiiéncia, tal como mais que 95% de identidade de
seqiiéncia, por exemplo, mais que 96% de identidade de se-
qgiéncia, tal como mais que 97% de identidade de seqiiéncia,
por exemplo, mais que 98% de identidade de seqiiéncia, tal
como mais que 99% de identidade de seqliéncia, por exemplo,
mais que 99,5% de identidade de seqiiéncia), para qualquer

das moléculas aqui mostradas, tal como uma molécula selecio-
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nada do grupo consistindo em:

.APC

.XIGRIS

.Drotrecogin alfa

Como aqui usada, identidade de seqliéncia refere-se
a uma comparacgdo feita entre duas moléculas usando algorit-
mos padrdes bem conhecidos na técnica. O algoritmo preferido
para calculo de identidade de seqgiiéncia para a presente in-
vencdo ¢é o algoritmo Smith-Waterman, onde a seqiiéncia refe-
réncia é usada para definir a porcentagem de identidade de
homélogos polipeptideos sobre seu comprimento. A escolha de
valores parametros para emparelhamentos, desemparelhamentos,
e insercdes ou supressbes é arbitraria, embora alguns valo-
res parédmetros tenham sido verificados renderem resultados
mais biologicamente realisticos que outros. Um conjunto pre-
ferido de valores pardmetros para o algoritmo de Smith-
Waterman é mostrado na abordagem “segmentos de méxima simi-
laridade”, que usa valores de 1 para um residuo emparelhado
e -1/3 para um residuo desemparelhado ( um residuo sendo

tanto um nucleotideo simples como um aminodcido simples)

(Waterman, Bull. Math. Biol. 46, 473-500 (1984)). Insercdes
e supressées»((indels), X, sdo pesadas como
Xk=l+k/3,

onde k é o numero de residuos em uma dada insercédo
ou supressao (Id.).

Por exemplo, uma seqléncia que é idéntica a uma
seqiéncia de residuo de 42 aminodcidos, exceto para 18 subs-

tituicbes de aminodcidos e uma insercdo de 3 aminoacidos,
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pode ter uma porcentagem de identidade dada por:

[ (1x42 emparelhamentos)-(1/3x18 desemparelhamen-
tos)-(1+3/3 indels)]/42=81% de identidade

Em uma realizacdo preferida da presente invencgéo,
truncacdes na extremidade da molécula ndo sdao levadas em
conta quando calculando identidade de seqiiéncia (isto &, se
uma molécula é mais longa que a outra, somente os comprimen-
tos se sobrepondo das moléculas sdo usados nas analises de
identidade de seqiiéncia); em uma outra realizag¢do preferida
da presente invencdo, truncagdes sdo contadas como supres-
sbes.

Um homdbélogo de APC pode incluir formas de D-
aminocdcidos e pode ser uma molécula tendo uma ou mais subs-
tituicdes, supressdes, inversdes ou adigdes de aminoacidos
em relagcdo a qualquer uma das moléculas aqui mdstradas, tal
como uma molécula selecionada do grupo consistindo em:

. APC

. XIGRIS

. Drotrecogin alfa

Em uma realizacdo preferida da presente invencgao,
a molécula de APC é um peptideo contendo uma ou mais substi-
tuicgdes, inversdes, adicgdes ou supressdes de aminodcidos,
comparado com APC. Em uma realizacdo, o numero de substitui-
¢cdes, supressdes, ou adicdes é de 20 aminoacidos ou menos,
tal como 15 aminodcidos ou menos, por exemplo, 10 aminoaci-

dos ou menos, tal como 9 aminodcidos ou menos, por exemplo 8

-aminoacidos ou menos, tal como 7 aminodcidos ou menos, por

exemplo, 6 aminodcidos ou menos, tal como 5 aminoacidos ou
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menos, por exemplo, 4 aminoacidos ou menos, tal como 3 ami-
noacidos ou menos, por exemplo, 2 aminodcidos ou menos (tal
como 1), ou qualquer inteiro entre estas quantidades. Em um
aspecto da invengdo, as substituigdes incluem uma ou mais
substituicdes conservativas. Exemplos de apropriadas substi-
tuicdes conservativas sdo dados acima.

Outros homélogos de APC apropriados para OSs usoOs €
processos da presente invengdo sao seqiiéncias de peptideos
derivadas de seqiiéncias de proteina C tendo mais que 50 por-
cento de identidade de seqgiiéncia, e preferivelmente mais que
90 porcento de identidade de sequéncia (tal como mais que
91¢ de identidade de seqiiéncia, por exemplo, mais que 92% de
identidade de seqiiéncia, tal como mais que 93% de identidade
de seqiiéncia, por exemplo, mais que 94% de identidade de se-
qgiéncia, tal como mais que 95% de identidade de sequéncia,
por exemplo, mais que 96% de identidade de seqiiéncia, tal
como mais que 97% de identidade de sequéncia, por exemplo,
mais qﬁe 98¢ de identidade de segqgiiéncia, tal como mais que
99¢ de identidade de sequéncia, por exemplo, mais que 99,5%
de identidade de sequéncia), para (1) SEQ ID NO: 1 e/ou (2)
a suas seqgiiéncias truncédas. Como aqui usado, identidade de
seqiiéncia refere-se a uma comparagdo feita entre duas molé-
culas usando algoritmos padrdes bem conhecidos‘na técnica. O
algoritmo preferido para calculo de identidade de seqiiéncia
para a presente invengdo é o algoritmo de Smith-Waterman,
como descrito acima.

Um hombélogo de APC também pode ser uma molécula

tendo uma ou mais substituicdes, supressdes, inversdes ou
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adicdes de aminodcidos em relagdo e APC humana e pode inclu-
ir formas de D-amino&cido.

Em uma outra realizacdo preferida da presente in-
vencdo, o dito homélogo de qualquer uma das seqiéncias aqui
pré-determinadas, tal como SEQ ID NO: 1 pode ser definido
como:

i)homélogos compreendendo uma seqiiéncia de aminoa-
cidos capaz de ligacdo seletiva 'aos fatores de coagulagao Va
e VIIIa, e/ou

ii)homélogos tendo uma afinidade de ligagdo aos
fatores de coagulacdo Va e VIIIa substancialmente similar ou
maior que APC humana, e/ou

iii)homélogos compreendendo uma seqiiéncia de ami-
noacidos capaz de 1ligacgéo seletiva_ea e inibigdo de PAI-1
e/ou |

iv)homélogos tendo uma afinidade de ligagdo a PAI-
1 substancialmente similar ou maior e/ou

v)homélogos tendo uma afinidade de ligagcao a re-
ceptor de proteina C endotelial (ECPCR) substancialmente si-
milar ou maior e/ou

vi)homélogos tendo meia-vida substancialmente si-
milar, maior ou menor apds deposigao nés vias aéreas

Moléculas de APC derivadas quimicamente

E ainda entendido que moléculas de APC apropfiadas
para uso na presente invengdo podem ser quimicamente deriva—
das ou alteradas, por exemplo, peptideos com residuos de a-
minodcidos ndo-naturais (por exemplo, residuo tauriﬁa, resi-

duos de beta- e gama-aminodcidos, e residuos de D-
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aminoacidos), modificag¢des de grupo funcional terminal-C,
como amidas, ésteres, e modificag¢des cetona terminal-C e mo-
dificacdes de grupo funcional terminal-N, tais como aminas
aciladas, bases Schiff, ou ciclizagdo, tal como encontrado,
por exemplo, no aminodcido piroglutamico.

Conjugados de molécula APC

As moléculas de APC da presente invengdo também
podem ser modificadas com metades ndo-polipeptideo, tais co-
mo metades PEG ou acucar, para render compostos APC que tém
uma aumentada resisténcia a inativacdo através de, por exem-
plo, plasma humano e alfa—l—antitripsina,'por isso mostrando
uma aumentada meia-vida in vivo. Exemplos preferidos incluem
conjugados de proteina C, onde pelo menos um sitio de N-
glicosilacdo in vivo adicional foi introduzido.

Apropriados exem?los sdo descritos na patente US 6
933 367 (“Proteina C ou moléculas semelhantes a proteina C
ativadas”), o conteudo da qual é aqui incorporado por refe-
réncia.

Assim, em uma realizagdo da presente invengao, a
molécula APC usada é um polipeptideo APC N-glicosilado ou um
seu analogo.

Em uma outra realizacdo da presente invengao, a
molécula APC é um polipeptideo APC O-glicosilado ou um seu
analogo.

Ainda em uma realizacdo, a molécula APC, onde pelo
menos um sitio de N-glicosilagdo adicional foi introduzido.

Em uma outra realizacdo da presente invengao, a

molécula APC usada é um polipeptideo APC ou um seu analogo
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ainda contendo um acido graxo O-ligado ou N-ligado.

Fragmentos de APC

Em uma realizacdo a molécula de APC pode ser um
fragmento de APC. Um fragmento é uma porgao de APC, homélogo
de APC ou derivado de APC. Exemplos de fragmentos incluem
dominios 1 ou 2 semelhantes a EGF, ou o dominio serina pro-
tease ou supressdes do terminus-N ou o terminus-C do pepti-
deo APC natural ou ambas. Fragmentos de APC compreendem pelo
menos 20 aminodcidos consecutivos de SEQ ID NO: 1. Por exem-
plo, um fragmento pode ser de 20 aminodcidos ou mais, tal
como 25 aminodcidos ou mais, por exemplo, 30 aminoadcidos ou
mais, tal como 50 aminodcidos ou mais, por exemplo, 100 ami-
noidcidos ou mais, tal como 150 aminodcidos ou mais, por e-
xemplo, 200 aminodcidos ou mais, tal como 250 aminodcidos ou
mais, por exemplo, 300 aminoacidos ou mais, tal como 350 a-
minodcidos ou mais, por exemplo, 400 aminoacidos ou mais,

tal como 450 aminodcidos ou mais, por exemplo, 460 aminoaci-

dos em comprimento ou qualquer inteiro entre estas quantida-

des.

Administracdo intratragqueal, intrabronquial ou in-

traalveolar

Processos de administracdo incluem, mas nao s&o
limitados a, espargimento, lavagem, inalag¢do, ou instilacao,
usando como fluido uma composicdo fisiologicamente aceitéavel
na qual o fator ou fatores de coagulagdo de sangue foram
dissolvidos. Quando ﬁsados aqui, os termos “administragao
intratraqueal, intrabronquial ou intraalveolar” inclui todas

as formas de tal administragdo pelo que o fator de coagula-
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cdo é aplicado na traquéia, os brdénquios, ou oOs alvéolos,
respectivamente, se através de instilacdao de uma solugdo do
fator, através de aplicacdo de fator em uma forma pulveriza-
da, ou através de permissdo de fator atingir a parte rele-
vante das vias aéreas através de inalagdo do fator como uma
solucdo aerossol ou nebulizada ou pulverizada ouvgel, com ou
sem estabilizadores ou outros excipientes adicionados.

Em uma outra realizacdo, administragdo intratra-
gueal, intrabrongquial ou intraalveolar nao inclui inalacgdo
do produto mas a instilagdo ou aplicacdo de uma solugdo do
fator ou um pulverizado ou um gel contendo o fator na tra-
guéia ou vias aéreas inferiores.

Processos de administracdo intrabronquial / alveo-
lar inbluem, mas ndo sdo limitados a, administracdo de lava-
gem broncoalveolar (BAL) de acordo com processos bem conhe-
cidos por aqueles versados na técnica, usando como um fluido
de lavagem uma composigdo fisiologicamente aceitavel na qual
a AP e/ou um homdélogo de APC e/ou um derivado e/ou conjugado
foi dissolvido, ou realmente através de qualquer outra forma
efetiva de administracdo intrabronquial incluindo o© uso de
pulverizados nebulizados contendo o anticoagulante em forma
seca, com ou sem excipientes, ou a aplicacdo direta do anti-
coagulante em solugdo ou forma pulverizada ou gel durante
broncoscopia. Processos de administracdo intratraqueal in-
cluem, mas ndo sdo limitados a, lavagem traqueal cega com
uma solucdo similar de proteina C ativada dissolvida, ou a
inalacdo de goticulas de fluido feitas aerossol nebulizadas

contendo a proteina C ativada dissolvida obtida através do
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uso de qualquer aparelhagem nebulizadora adequada para este
propdsito.

A presente inveng¢do prové uma nova adigdo util pa-
ra os processos de tratamento de ALI, ARDS, pneumonia e ou-
tras condicdes associadas com deposigdo de fibrina broncoal-
veolar. Além disso, a administragdo dos anticoagulantes a-
través de vias aéreas é esperada evitar os indesejados efei-
tos adversos hemorragicos de administracdo sistémica de an-
ticoagulantes como APC, cujo uso intravenoso esta associado
com uma significante incidéncia de hemorragia interna inclu-
indo hemorragia cerébral. Ao mesmo tempo, a aplicag¢do dos
anticoagulantes através das vias aéreas é esperada potencia-

lizar seu efeito sobre deposicdo de fibrina extra - vascular

nos pulmdes gquando comparada com sua administracéo sistémi-

ca. E esperado que a dosagem total de um agente anticoagu-
lante e antiinflamatério tal como APC pode ser usada sozinha
localmente dentro dos espagos de ar ou pode ser dividida en-
tre a rota intravenosa convencional e a rota de vias aéreas
da presente invengdo para obtencdo de o6timo balanco entre os
efeitos pulmonares locais e sistémicos do trataménto, e uma
reduzida incidéncia de efeito adverso de droga, por exemplo,
em pacientes com severa sepsia, choque séptico e ARDS. Além
disso, o intervalo de témpo (“janela de oportunidade”) du-
rante o qual o uso intravenoso de APC é provavel de ser be-
néfico é limitado. Um intervalo de tempo mais longo de res-
posta de droga pode ser esperado quando o agente é usado na
fase pés-séptica ou mesmo na fase ARDS posterior dominada

por deposicdo de fibrina alveolar, por exemplo, como visto
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em ALI e ARDS.

Uma realizacdo preferida da presente invengao com-
preende administragdo local intrabronquial a pacientes huma-
nos com ARDS de APC por meio de lavagem broncoalveolar com
fluido de lavagem (por exemplo, 25 mL a 200 mL de solucgao
salina isoténica) no qual uma apropriada dose (por exemplo,
2 mg a 5 mg ou mais) de APC foi dissolvida. Esta administra-
cdo é repetida em intervalos durante um ou mais dias depen-
dendo da duracdo de fases inicial ou posterior de ALI ou
ARDS. Como tratamento suplementar ou combinatorial em paci-
entes satisfazendo as indicacdes para administragédo intrave-
nosa de APC, APC pode ser também dada através de infusdo in-
travenosa.

Outros processos preferidos de administragdo podem
incluir o uso dos seguintes dispositivos:

1.Nebulizadores pressurizados usando mistura com-
primida de ar / oxigénio

2.Nebulizadores ultrassdnicos

3.Nebulizadores de microbomba eletrdnica (por e-
xemplo, Aeroneb Professional Nebulizer)

4.Inalador de dose medida (MDI)

5.Sistemas de inalador de pulverizado seco (DPI)

O aerossol pode ser liberado através de a) masca-
ras de face ou b) via tubos endotraqueais em pacientes entu-
bados durante ventilacdo mecdnica (dispositivo 1, 2 e 3). Os
dispositivos 4 e 5 também podem ser usados pelo paciente sem
assisténcia contanto que o paciente seja capaz de auto-

ativar o dispositivo aerossol.
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Concentracdes preferidas para uma solugdo compre-
endendo APC e/ou homélogos e/ou derivados de APC estdo na
faixa de 0,1 pg a 10000 pg de ingrediente ativo por mL de
solucdo. Usando formas monoméricas dos compostos, as concen-
tracdes apropriadas estdo fregientemente na faixa de 0,1 pg
a 5000 pg por mL de solugdo, tal como na faixa de cerca de
0,1 pg a 3000 pg por mL de solugdo, e especialmente na faixa
de cerca de 0,1 pg a 1000 pg por mL de solugdo, tal como na
faixa de cerca de 0,1 pg a 250 pg por mL de solucgdo. Uma
concentracdo preferida pode ser de cerca de 0,1 a cerca de
5,0 mg, preferivelmente de cerca de 0,3 mg a cerca de 3,0
mg, tal como de cerca de 0,5 a cerca de 1,5 mg e especial-
mente na faixa de 0,8 a 1,0 mg por mL de solugdo. Usando
formas multiméricas dos compostos, as concentracdes apropri-
adas estdo freqgiientemente na faixa de 0,1 pg a 1000 pg por
mL de solucdo, tal como na faixa de cerca de 0,1 pg a 750 pg
por mL de solugdo, e especialmente na faixa de cerca de_O,l
ug a 500 pg por mL de solugdo, tal como na faixa de cerca de
0,1 pg a 250 pg por mL de solugao. Uma conceﬁtragéo preferi-
da pode ser de cerca de 0,1 a cerca de 5,0 mg, preferivel-
mente de cerca de 0,3 mg a cerca de 3,0 mg, tal como de cer-
ca de 0,5 a cerca de 1,5 mg e especialmente na faixa de 0,8
a 1,0 mg por mL de solugéao.

Indicacgdes

Um aspecto da presente invencdo refere-se a um
processo de tratamento ou prevengdo de deposicdo de fibrina
extra - vascular nas vias aéreas. Assim, a presente invengao

refere-se ao tratamento de individuos sofrendo de, ou em
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risco de sofrerem de, deposicdes de fibrina extra - vascular
causadas por uma doenca inflamatdéria de pulméo.
Em um aspecto preferido a doenca inflamatéria de
pulmido é selecionada do grupo consistindo em:
5 LALT
.ARDS
.pneumonia
.doenca broncoalveolar aguda
.doenca broncoalveolar crénica
10 .alveolite de fibrose ou
.asma bronquial
.alveolite
.bronquiolite
.pneumoqia organizando bronquiolite obliterans
15 (BOPA)
.doenca de enxerto-versus-hospedeiro (GVHD)
.pneumonia de pneumocystis carinii (PCP |
.pneumonite, por exemplo, pneumonite de aspiracéo
.pneumonite induzida por droga (por exemplo, devi-
20 do a metotrexato, bleomicina ou sirolimus)
.alveolite de fibrose, aguda ou croénica
.fibrose cistica |
.fibrose pulmonar idiopéatica
Em uma outra realizacdo, a doenca inflamatéria de
25 pulmdo é relacionada a uma condigdo selecionada do grupo
consistindo em:
.trauma pulmonar direto ou indireto

.pancreatite



10

15

20

25

28

.pneumonite de aspiragéo

.sepsia

.sepsia severa e/ou

.choque séptico

.pneumonia de pneumociste Carinii (PCP) como um
adjuvante profildtico ou terapia preventiva ou como um tra-
tamento de ARDS manifestando PCP induzida por PCP, isto §&,
antes ou inicialmente na fase PCP ou em ARDS manifesta si-
multaneo com a terapia de antibidético anti-Pneumociste com,
por exemplo, Sulfamethoxasol com Trimethoprim.

Composicdes Farmacéuticas

Composicdes ou formulagdes farmacéuticas para uso
na presente invengdo incluem uma preparacdo APC em combina-
cdo com, preferivelmente dissolvida em, um carreador farma-
ceuticamente aceitdvel, preferivelmente um carreador ou di-
luente aquoso. A composigdo farmacéutica pode ser um sélido,
um liquido, um gel ou um aerossol. Uma variedade de carrea-
dores aquoso podem ser usados, tais como solugédo salina
0,9%, solucdo salina tamponada, tampdes fisiologicamente
compativeis e semelhantes. As composig¢des podem ser esteri-
lizadas através de técnicas convencionais bem conhecidaé por
aqueles versados na técnica. As resultantes solucéeé aquosas
podem ser embaladas para uso ou filtradas sob condigbes as-
sépticas e congeladas - secadas, a preparacgdo congelada -
secada sendo dissolvida em uma solugdo aquosa estéril antes
de administracdo.

As composicdes podem conter substéncias ou adju-

vantes auxiliares farmaceuticamente aceitéveis, incluindo,
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sem limitag¢do, agentes de ajuste de pH e tamponantes, e/ou
agentes de ajuste de tonicidade, tais como, por exemplo, a-
cetato de sbédio, lactato de sédio, cloreto de sbédio, cloreto
de potéassio, cloreto de calcio, etc. As formulagdes podem
conter carreadores e excipientes farmaceuticamente aceita-
veis incluindo microesferas, lipossomas, microcapsulas, na-
noparticulas ou semelhantes. Lipossomas convencionais s&o
tipicamente compostos por fosfolipideos (carregados negati-
vamente ou neutros) e/ou colesterol. As lipossomas sao es-
truturas vesiculares baseadas em bicamadas de lipideo cir-
cundando compartimentos agquosos. Elas podem variar em suas
propriedades fisioquimicas como tamanho, composicdo de lipi-
deo, carga de superficie e nuUmero e fluidez das bicamadas de
fosfolipideos. Os lipideos mais freqglientemente usados para
formagcdo de lipossoma @ s&do: 1,2-dilaurcil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DLPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfo coli-
na (DMPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo colina (DPPC),
1,2-diesteatoil-sn-glicero-3-fosfo colina (DSPC), 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfo colina (DOPC), 1,2-dimiristoil-
sn-glicero-3-fosfo etanolamina (DMPE), 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfo etanolamina (DPPE), 1,2-dioleil-sn-glicero-
3-fosfo etanolamina (DOPE), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfato (sal mono sbédio) (DMPA), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-

3-fosfato (sal mono sdédio) (DPPA), 1,2-dioleoilan—glicero—3—

fosfato (sal mono sbédio) (DOPA), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-
3-[fosfo-rac- (1-glicerol)] (sal de sédio) (DMPG), 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(l-glicerol)] (sal de

sédio) (DPPG), 1,2—dioleoil—sn—glicero—3—[fosfo—fac—(1—
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glicerol)] (sal de sbédio) (DOPG) , 1,2-dimiristoil-sn-
glicero-3-[fosfo-L-serina] (sal de sbédio) (DMPS) , 1,2-
dipalmitoil—sn—glicero—3—[fosfo—L—serina) (sal de sb6dio)
(DPPS), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-[fosfo-L-serina] (sal de
sédio) (DOPS), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo etanol amina-
N-(glutarila) (sal de sdédio) e 1,1",2,2"'-tetra miristoil
Cardioliopina (sal de amdénio). Formulagles compostas por
DPPC em combinacdo com outros lipideos ou modificadores de
lipossomas sdo preferidos, por exemplo, em combinag¢do com
colesterol e/ou fosfatidil colina.

Lipossomas de circulagdo longa s&o caracterizadas
por sua habilidade para extravasar em sitios de corpo onde a
permeabilidade da parede vascular é aumentada. O ﬁeio mais
popular de produééo de lipossomas de circulacdo longa é li-
gar polimero hidrofilico de polietileno glicol (PEG) covale-
nemeﬁte a4 superficie exterior da lipossoma. Alguns dos lipi-
déos preferidos sdo: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo eta-
nolamina-N-[metoxi (polietileno glicol)-2000] (sal de amb-
nio), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo etanol amina-N-
[metoxi (polietileno glicol)-5000] (sal de amdnio), 1,2-
dioleoil-3-trimetil aménio propano (sal cloreto) (DOTAP).

Lipideos possiveis aplicdveis para lipossomas sdo
fornecidos por Avanti, Polar Lipids, Inc., Alabaster, Al.
Adicionalmente, a suspensdo de lipossomas pode incluir agen-
tes protetores de lipideo que protegem Os lipideos contra
dano de radical 1livre & lipideo-peroxidante em estocagem.
Eliminadores de radical livre lipofilico, cémo alfa tocofe-

rol e quelantes especificos de ions sollveis em agua, como
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ferrioxianina, s&o preferidos.

Uma variedade de processos sdo disponiveis para
preparagdao de lipossomas, COmMO descrito em, por exemplo,
Szoka et al., Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9:467 (1980), pa-
tentes US 4 235 871, 4 501 728 e 4 837 028, todas as quais
sdo aqui incorporadas por referéncia. Um outro processo pro-
duz vesiculas multilamelares de tamanhos heterogéneos. Neste
processo, os lipideos de formacdo de vesicula séao dissolvi-
dos em um apropriado solvente orgdnico ou sistema solvente e
secados sob vacuo ou um gas inerte para formar um filme de

lipideo fino. Se desejado, o filme pode ser re-dissolvido em

um apropriado solvente, tal como butanol terciadrio, e entao

liofilizado para formar uma mistura homogénea de lipideos
que estd em uma forma semelhante a pulverizado mais facil-
mente hidratada. Este filme é coberto com uma solugdo aquosa
da droga alvo e o componente alvejante e deixado hidratar,
tipicamente em um periodo de 15-60 minutos com agitacado. A
distribuicdo de tamanho das resultantes vesiculas multilame-
laresApode ser desviada para menores tamanhos através de hi-

dratacdo de lipideos sob condigdes de agitagdo mais vigoro-

sas ou através de adicdo de detergentes solubilizantes como

desoxicolato.

Micelas sdo formadas por tensoativos (moléculas
que contém uma porcdo hidrofdébica e um ou mais grupos idni-
cos ou de outro modo fortemente hidrofilicos) em solugao a-
quosa.

Tensoativos comuns bem conhecidos por aqueles ver-

sados na técnica podem ser usados nas micelas da presente
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invencdo. Tensoativos apropriados incluem laureato de sbédio,
oleato de sbédio, lauril sulfato de sédio, octa oxietileno
glicol monododecil éter, octoxinol 9 e PLURONIC F-127 (Wyan-
dotte Chemicals Corp.). Tensoativos preferidos sao detergen-
tes polioxipropileno e polioxietileno compativeis com injé—
cdo IV tais como, TWEEN-80, Pluronic F-68, n-octil-beta-D-
glucopiranosideo, e semelhantes. Em adigao, fosfolipideos,
tais como aqueles descritos para uso na produgdo de liposso-
mas, também podem ser usados para formacdo de micela.

Em alguns casos, sera vantajoéo incluir um compos-
to, que promove liberagdo da substéncia ativa para seu alvo.

Regimes de Dosagem

As preparag¢des sao administradas em uma maneira
compativel com a formulacdo de dosagem, e em tal quantidade
que seré terapeuticamente efetiva. A quantidade a ser admi-
nistrada depende do sujeito a ser tratado, incluiﬁdo, por
exemplo, o peso e idade do sujeito, a doenga a ser tratada e
o estdgio de doenca. Faixas de dosagem apropriadas s&o por
quilo de peso de corpo normalmente da ordem de varias cente-
nas de pg de ingrediente ativo por administracdo com uma
faixa preferida de cerca de 0,1 ug a 10000 pg por quilo de
peso de corpo. Usando formas monoméricas dos compostos, as
apropriadas dosagens estdo freqientemente na faixa de 0,1 ug
a 5000 pg por quilo de peso de corpo, tal como na faixa de
cerca de 0,1 pg a 3000 pg por quilo de peso de corpo, e es-
pecialmente na faixa de cerca de 0,1 pg a 1000 pg por quilo
de peso de corpo. Usando formas multiméricas dos compostos,

as dosagens apropriadas estdo freqlientemente na faixa de 0,1
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ug a 1000 pg por quilo de peso de corpo, tal como na faixa
de cerca de 0,1 pg a 750 pg por quilo de peso de corpo, e
especialmente na faixa de cerca de 0,1 pg a 500 pg por quilo
de peso de corpo tal como na faixa de cerca de 0,1 pg a 250
ug por quilo de peso de corpo. Uma dosagem preferida pode
ser cerca de 0,1 a cerca de 5,0 mg, preferivelmente de cerca
de 0,3 mg a cerca de 3,0 mg, tal como de cerca de 0,5 a cer-
ca de 1,5 mg e especialmente na faixa de 0,8 a 1,0 mg por
administracgao.. Administracdo pode ser realizada uma vez ou
pode ser seguida por administragdes subseqlientes. A dosagem
também dependerd da rota de administracdo e variara com a
idade, sexo e peso do sujeito a ser tratado. Uma dosagem
preferida de formas multiméricas pode estar no intervalo de
1 mg a 70 mg por 70 quilos de peso de corpo.

| Faixas de dosagens diarias apropriadas s&o por
gquilo de peso de corpo por dia normalmente da ordem de va-
rias centenas de ug de ingrediente ativo por dia com uma
faixa preferida de cerca de 0,1 pg a 10000 pg por quilo de
peso de corpo por dia. Usando formas monoméricas dos compos-
tos, as dosagens apropriadas estdo freqientemente na faixa
de 0,1 pg a 5000 pg por quilo de peso de corpo por dia, tal
como na faixa de cerca de 0,1 pug a 3000 pg por quilo de peso
de corpo por dia, e especialmente na faixa de cerca de 0,1
pug a 1000 pg por quilo de peso de corpo por dia. Usando for-
mas multiméricas dos compostos, as dosagens apropriadas es-
tio freqientemente na faixa de 0,1 pg a 1000 pg por quilo de
peso de corpo por dia, tal como na faixa de cerca de 0,1 pg

a 750 pg por quilo de peso de corpo por dia, e especialmente
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na faixa de cerca de 0,1 pg a 500 pg por quilo de peso de
corpo por dia, tal como na faixa de cerca de 0,1 pg a 250 pg
por quilo de peso de corpo por dia. Uma dosagem preferida
pode ser de cerca de 0,1 a cerca de 100 pg, preferivelmente
de cerca de 0,1 a cerca de 50 pg, tal como de cerca de 0,3 a
cerca de 30 pg e especialmente na faixa de 1,0 a 10 pg por
quilo de peso de corpo por dia. Administracéao pode ser rea-
lizada de uma vez ou pode ser seguida por administracdes
subseqgiientes. A dosagem também dependera da rota de adminis-
tracdo e variarad com a idade, sexo € peso do sujeito a ser
tratado. A dosagem preferida de formas multiméricas pode es-.
tar no intervalo de 1 mg a 70 mg por 70 quilos de peso de
corpo por dia. |

Embalagem Médica

Os compostos usados na invengdo podem ser adminis-
trados sozinhos ou em combinacdo com carreadores ou excipi-
entes farmaceuticamente aceitdveis, em doses simples ou mal-
tiplas. As formulac¢des podem ser convenientemente apresenta-
das em forma de dosagem unitaria através de processos conhe-
cidos por aqueles versados na técnica. |

E preferido que os compostos de acordo com a in-
vencdo sejam providos em um kit. Um tal kit tipicamente con-
tem um composto ativo em formas de dosagem para administra-
cdo. Uma forma de dosagem contem uma quantidade suficiente
de composto ativo de modo que um desejavel efeito pode ser
obtido quando administrado a um sujeito.

Assim, é preferido que a embalagem médica compre-

enda uma quantidade de unidades de dosagens correspondendo
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ao regime de dosagem relevante. Da mesma maneira, em uma re-
alizacdo, a embalagem médica compreende uma composicado far-
macéutica compreendendo um composto como definido acima ou
um seu sal farmaceuticamente aceitdvel e carreadores, veicu-
los e/ou excipientes farmaceuticamente aceitéaveis, a dita
embalagem compreendendo de 1 a 7 unidades de dosagem, pelo
gue tendo unidades de dosagem para um ou mais dias, ou de 7
a 21 unidades de dosagem, ou seus multiplos, pelo que tendo
unidades de dosagem para uma semana de administragdo ou va-
rias semanas de administracgéo.

As unidades de dosagem podem ser como definidas
acima. A embalagem médica pode estar em qualquer forma apro-
priada para administragdo intratraqueal, intrabronquial ou
intraalveolar. Em uma realizacdo preferida a embalagem esta
na forma de um frasco, ampola, tubo, embalagem de bolha,
cartucho ou cépsula.

Quando a embalagem médica compreende mais de uma
unidade de dosagem, é preferido que a embalagem médica seja
provida com um mecanismo para ajustar cada administragdo pa-
ra somente uma dosagem unitaria.

Preferivelmente, um kit contem instrugdes indican-
do o uso da forma de dosagem para obter um desejado efeito e
a quantidade de forma de dosagem a ser tomada em um especi~
ficado periodo de tempo. Da mesma maneira, em uma realizagéo
a embalagem médica compreende instrucbes para administracao
de composicdo farmacéutica. |

Exemplos

Exemplo 1
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Um paciente de 60 anos desenvolveu ARDS severa com
opacidades localizadas principalmente no pulmdo direito como
julgado por radiografia de toérax. Lavagem broncoalveolar
(BAL) foi realizada nos bréngquios de lébulo inferior direito
via um broncoscépio com uma dose simples de 5 mg de drotre-
cogin-alfa ativado (Xigris) dissolvidos em 20 mL de solugdo
salina normal. N&o existiram efeitos adversos aparentes e
nenhum sangramento a partir das vias aéreas foil observado.
No dia seguinte houve algum clareamento das opacidades no
16bulo inferior direito que foi tratado com BAL. Por outro
lado, a dose.simples de APC ndo aperfeicgoa troca de gas como
monitorado pela razdo Pa02/FiO2.

Exemplo 2

Um menino de 11 anos de idade com Mb. Hodgkin 2003
inicialmente tratado com quimioterapia. Uma recorréncia foi
documentada em 2005, onde ele foi tratado com terapia de ra-
diacdo e transplante de medula éssea autdlogo (BMT). Biopsia
de pulmio realizada antes de entrada em ICU mostrou: nenhum
sinal de doenga pulmonar de enxerto versus hospedeiro (G-
vHD) . Nenhum sinal de infiltracdo de linfoma. Admitido para
ICU 9 dias apbés o BMT para insuficiéncia aguda de pulméo
(ALI) e febre alta continua.com sepsia. Tratado inicialmente
com antibiéticos empiricos de amplo espectro. No dia 4 capa-
cidade de oxigenacdo foi ainda reduzida com uma razao
Pa02/Fi02 < 200 a despeito de alto PEEP. Filme de tdrax mos-
trou infiltracdes difusas bilaterais localizadas para todos
os 4 quadrantes do éampo de pulmdo. Ecocardiografia mostrou

nenhuma derivacdo cardiaca ou insuficiéncia de valvula com
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funcdo miocardial normal. Nenhuma outra disfungdo de oérgao
foi detectada. Paciente tem disfungdo mono oérgdo com ARDS
severa. Lavagem broncoalveolar (BAL) foi sem Candida Spp.,
Aspergillus, virﬁs ou bactérias. Baseado em uma decisdo de
Institutional Review Board (IRB) terapia de inalagdo com
proteina C ativada (Drotrecogin alfa ativado) em uma dose de
5 mg x 3 via nebulizador (Aeroneb) foi iniciada. Ja& apés 3
doses 12 horas depois, os infiltrados no filme de térax fo-
ram claramente reduzidos; simultaneamente a saturacdo de o-
xigénio arterial aumentou de 85% para 95% enquanto sobre Fi-
02 = 1,0. Ndo existiram em gqualquer momento efeitos adver-
sos, por exemplo, sangramento das vias aéreas durante ou a-
pbés a inalagdo de APC. 24 horas apds o inicio da terapia de
inalacdo com APC o paciente morreu de insuficiéncia circula-
téria devido a falha de ventriculo direito do coragdo, isto

é, cor pulmonale aguda.
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REIVINDICACOES

1. Processo para tratamento ou prevencdo de depo-
sicdo de fibrina extra-vascular nas vias aéreas, em particu-
lar os espacos alveolares ou broncoalveolares, em um sujeito
humano, CARACTERIZADO pelo fato de compreender administracao
ao sujeito de proteina C ativada humana ou um seu derivado
biologicamente ativo, através das vias aéreas por meio de
administracdo intratraqueal, intrabronquial ou intraalveo-
lar.

2. Processo, de acordo com a reivindicacado 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a deposicdo de fibrina é cau-
sada por uma doeng¢a inflamatéria de pulmdo.

3. Processo, de acordo com a reivindicagdo 2,
CARACTERIZADO pelo fato de gque a doencga inflamatéria de pul-
mdo é selecionada do grupo consistindo em: ALI, ARDS, pneu-
monia, doencas broncoalveolares agudas, doencgas broncoalveo-
lares crénicas, alveolite de fibrose, ou asma bronguial.

4. Processo, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato -de Que a do-
enca inflamatéria de pulmdo é relacionada a uma condigdo se-
lecionada do grupo consistindo em: trauma pulmonar direto ou
indireto, pancreatite, pneumonite de aspiracdo, sepsia, sep-
sia'severa, e/ou choque séptico e/ou insuficiéncia de pulméo
aguda induzida por droga.

5. Processo, de acordo.com gqualquer uma das rei-
vindicacdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que a
proteina C ativada é administrada através de lavagém alveo-

lar com uma solucdo da proteina C ativada.
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6. Processo, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que a
proteina C ativada é administrada através de lavagem traque-
al cega com uma solugdo da proteina C ativada.

7. Processo, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que a
proteina C ativada é administrada através de inalagdo de uma
solucdo nebulizada da proteina C ativada.

8. Processo, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicag¢des anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que a
proteina C ativada é administrada através de inalacdo da
proteina C ativada em forma pulverizada nebulizada.

9. Processo, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que a
proteina C ativada é administrada através de aplicacédo dire-
ta da proteina C ativada durante broncoscopia.

10. Processo, de acordo com qualquer uma das rei-

‘ vindicagées 1 a 9, CARACTERIZADO pelo fato de que o humano é

um adulto.

11. Processo, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacdes 1 a 9, CARACTERIZADO pelo fato de que o humano é
uma criancga.

12. Processo, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que APC- &
administrada em uma quantidade de 0,1 pg/kg a cerca de 10
mg/kg de peso de corpo por dia.

13. Processo, de acordo com qualquer uma das rei-

vindicacdes 1 a 9, CARACTERIZADO pelo fato de ainda compre-



ender administracdo ao sujeito humano de um anticoagulante
sistemicamente como uma terapia adjuvante.
-14. Processo, de. acordo com a reivindicagdo 13,
CARACTERIZADO pelo fato de que o humano é um adulto.
15. Processo, de acordo com a reivindicagdo 13,

CARACTERIZADO pelo fato de que o humano é uma crianga.
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RESUMO
“ADMINISTRAGAO EM VIAS AEREAS DE PROTEINA C ATIVA-
DA EM CONDICOES INFLAMATORIAS AFETANDO O TRATO RESPIRATORIO”
A presente invencdo prové processos para o trata-
mento local de deposicdo de fibrina pulmonar extra-vascular
crénica e aguda e/ou redugdo de indesejados efeitos associa-
dos com administracdo sistémica de anticoagulantes a um su-
jeito via administracdo em vias aéreas para o sujeito via

rotas intratraqueal, intrabronquial ou intraalveolar de an-

ticoagulantes ou seus derivados biologicamente ativos.
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REIVINDICACOES

1. Uso de proteina C ativada humana ou um seu de-
rivado biologicamente ativo, CARACTERIZADO pelo fato de ser
para a fabricagdo de um medicamento para uso cOomo O unico
medicamento no tratamento ou prevencdo de deposicdo de fi-
brina extra-vascular nos espagos alveolares ou broncoalveo-
lares, em um sujeito humano através de administracao através
de vias aéreas por meio de administragdo intratraqueal, in-
trébronquial, ou intraalveolar.

2. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a deposigdo de fibrina é cau-
sada por uma doenga inflamatéria dos pulmdes.

3. Uso, de acordo com a reivindicacédo 2,

CARACTERIZADO pelo fato de que a doenca inflamatéria dos

pulmdes é selecionada do grupo consistindo em : ALI, ARDS,
pneumonia, doengas broncoalveolares agudas, doengas bronco-
alveolares crénicas, alveolite de fibrose, ou asma bronquial.

4. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que a doenca in-
flamatéria de pulmido é relacionada a uma condigdo seleciona-
da do grupo consistindo em: trauma pulmonar direto ou indi-
reto, pancreatite, pneumohite de aspiracdo, sepsia, sepsia
severa, e/ou -choque séptico.

5. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que a proteina C
ativada é administrada através de lavagem broncoalveolar com
uma solucdo da proteina C ativada.

6. Uso, de acordo com gqualquer uma das reivindica-
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cdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que a proteina C
ativada é administrada através de lavagem traqueal cega com
uma solucdo da proteina C ativada.

7. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que a proteina C
ativada é administrada através de inalagdo de uma solugdo
nebulizada da proteina C ativada.

8. Uso, de acordo com gqualquer uma das reivindica-
¢des anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que a proteina C
ativada é administrada através de inalacdo da proteina C a-
tivada em forma pulverizada nebulizada.

9. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes antefiores, CARACTERIZADO pelo fato de que a proteina C
ativada é administrada através de aplicagdo direta da prote-
ina C ativada durante broncoscopia.

10. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 1 a 9, CARACTERIZADO pelo fato de que o humano é um
adulto.

11. Uso, de acordo com quélquer uma das reivindi-
cacdes 1 a 9, CARACTERIZADO pelo fato de que o humano € uma
crianga.

12. Uso, de acordo com qualduer uma das reivindi-
cacdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que APC é ad-
ministrada em uma quantidade de 0,1 upg/kg a cerca de 10
mg/kg de peso de corpo por dia.

13. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato de que a doenca

inflamatéria de pulmd3o é selecionada de ALI e ARDS.
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