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. Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "USO DE UM
AGENTE QUE POSSUI ATIVIDADE TGF-B;".

A presente invengado refere-se a fabricagdo de medicamentos
para a promogao de regeneragao epitelial. Esta também proporciona um me-
todo para promover regeneragao epitelial em um individuo necessitado de tal
promogao.

O corpo compreende diversos tipos diferentes de epitélios, as
cujas estruturas e complexidade variam dependendo de sua localizagao,
papel e fungéo.

A forma mais basica de epitélio € o epitélio simples, que com-

preende uma Gnica camada de células epiteliais. Um exemplo de uma forma
de epitélio simples & epitélio escamoso simples, que compreende uma unica
camada de células tipo escala achatadas. Exemplos de epitélios escamosos
simples no corpo incluem mesotélio, endotélio, e revestimento de alvéolos
pulmonares.
} Outra forma comum de epitélio é o epitélio estratificado. Esta
compreende uma série de camadas, e as células de camadas diferentes po-
dem variar em tamanho, formato e fungéo. Os epitélios estratificados podem
ser adicionalmente caracterizados com referéncia ao tipo de células locali-
zadas em sua superficie. |

A guisa de exemplo, os epitélios escamosos estratificados pos-
suem células tipo escala (escamosas) localizadas em sua superficie. O for-
mato das células que compreendem epitélios escamosos estratificados pode
variar com locais diferentes dentro do epitélio. Enquanto as células localiza-
das na superficie superior do epitélio geralmente possuem uma conformagao
tipo escala achatada, aquelas em diregao a base do epitélio podem ter uma
tendéncia a possuir um formato poliédrico. As células epiteliais podem ser
estruturalmente fortificadas pela presenga de queratina, e a quantidade des-
ta molécula presente tende a aumentar com a altura crescente dentro dos
epitélios. Os epitélios escamosos estratificados compreendem tipicamente
diversas camadas de células dotadas de queratina. Os tipos de molécula de

queratina presentes podem variar tanto por camada celular como sitio do



10

15

20

25

30

corpo.

O mais proemihente dos epitélios do corpo é a epiderme, aca-
mada epitelial escamosa estratificada que cobre a pele. A epiderme, devido
a sua localizagéo, é o tecido que estd mais frequientemente em contato com
o0 ambiente externo, e como um resultado é o tecido mais frequentemente
exposto a dano ambiental e outros.

Exemplos adicionais de epitélios estratificados incluem epitélios
colunares estratificados, e epitélios colunares ciliados, onde a camada mais
elevada de células possui formato colunar, e proporcionada com cilios mé-
veis.

Os epitélios em todo o corpo sdo submetidos a diversas formas
diferentes de ferimento. Tal ferimento pode prejudicar ou destruir completa-
mente a fungdo dos epitélios danificados, e a consequéncia de tal ferimento
depende da natureza e fungdo do epitélio afetado. Consequentemente, a
promogdo de regeneracdo epitelial é vantajosa em diversos contextos dife-
rentes. Entretanto, apesar da necessidade da promogao de regeneracao
epitelial, ainda ha uma exigéncia de medicamentos e metodos adicionais e
mais eficazes, através dos quais tal regeneragdo promovida pode ser obtida.

Ha uma variagéo significativa na faixa de terapias atualmente
usadas para promover regeneragao epitelial. Por exemplo, a administragao
de sitios doadores de enxerto de pele de espessura parcial (como analisado
em Rakel et at. 1998) pode envolver simplesmente deixar o sitio doador de
enxe_rtd exposto e ndo-tratado, ou pode fazer uso alternativamente de trata-
mentos tais como a aplicagao de cUrativos (tipicamente compressas de ga-
ze, que podem ser usadas separadamente ou impregnadas com uma varie-
dade de agentes anti-infectivos, alginatos, hidrocoldides, membrana de
compdsito sintético, peliculas transparentes ou mel), aplicagao de pele artifi-
cial (que pode ser gerada a partir da epiderme do préprio individuo), aplica-
¢ao de aloenxertos (tipicamente aloenxertos bovinos e suinos) ou aplicagao
de pomadas (tipicamente pomadas que contém compostos baseados em
prata como agentes anti-infectivos).

Esta auséncia de uma terapia Unica universalmente aceita € in-
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dicativa da necessidade de métodos novos através dos quais a regeneragao
epitelial pode ser prqmovida. Ademais, é bem reconhecido que ha muitas
falhas e desvantagens associadas com terapias atuais.

Os efeitos colaterais associados com tratamentos atuais incluem
tempos de cura demorados nos sitios receptores e/ou doadores de enxerto,
o desenvolvimento de epitélio de substituicdo que pode ser mais grosso e/ou
mais duro do que o originalmente presente, taxas aumentadas de infec¢ao,
edema e eritema, cicatrizagdo hipertréfica em torno do local de tratamento,

risco de infecgdo por prion ou viral de material de aloenxerto, o periodo de

“tempo que leva para gerar o tratamento (no caso de geragéo de pele artificial

das células dos préprios pacientes) e dor associada tanto com sitios recepto-
res como doadores.

Um objetivo da presente invengdo é proporcionar medicamentos
novos para a promogao de regeneragéo epitelial que superam pelo menos
algumas desvantagens associadas com a técnica anterior.

De acordo com um primeiro aspecto da presente invengao pro-
porciona-se 0 uso de um agente que possui atividade de TGF-Bs na fabrica-
¢do de um medicamento para a promogéo de regeneragéd epitelial.

O agente que possui atividade de TGF-B3 pode ser, de preferén-
cia, selecionado do grupo que compreende TGF-B3, fragmentos biologica-
mente ativos, variantes e derivados de TGF-Bs, e substancias capazes de
promover e/ou imitar a atividade biolégica de TGF-Ba. ‘

A promogao de regeneragado epitelial dentro do contexto da pre-
sente invencdo pode ser entendida abrangendo qualquer aumento na taxa
de regeneragdo epitelial como comparado com a regeneragéo que ocorre
em um epitélio tratado por controle ou nédo-tratado. |

A taxa de regeneracéo epitelial obtida de acordo com a invengao -
pode ser facilmente comparada com aquela que ocorre em epitélios tratados
por controle ou nédo-tratados utilizando qualquer modelo adequado de rege-
neragdo epitelial conhecido na técnica. Por exemplo, a taxa em tais sitios de
dano epitelial experimentais que regeneraram éareas conhecidas pode ser
comparada utilizando modelos in vivo bem-conhecidos em camundongos,
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ratos, coelhos ou porcos, tais como, aqueles descritos em Tomlinson and
Ferguson (2003), Davidson et al. (1991) e Paddock et al (2003).

De acordo com um segundo aspecto da invengédo proporciona-
se um método para promover a regeneragao epitelial, sendo que o método
compreende adrhinistrar uma quantidade terapeuticamente eficaz de um a-
gente que possui atividade de TGF-3 em um individuo necessitado de tal
promogao. |

Com relagdo a este aspecto da inveng¢édo, uma “quantidade tera-
peuticamente eficaz de um agente que possui afividade de TGF-B3” é uma
quantidade de um agente, que possui atividade de TGF-B3, que € suficiente
para promover regeneracgdo epitelial no individuo no qual a quantidade é
administrada. |

Conforme observado acima, os epitélios, e particularmente a
epiderme, sofrem mais encontros diretos, freqiientes, e prejudiciais com o
ambiente externo do que qualquér outro tecido no corpo. E, portanto, alta-
mente desejado que 0 reparo e restauragao de tecidos epiteliais, tal como, a
epiderme, sejam capazes de ser influenciados para garantir sua maxima efi-
cécia funcional. De fato, embora os métodos e medicamentos da invengao
sejam adequados para a promogdo de regeneragdo epitelial em todos os
tipos de epitélios, e tenham sido eficazes em todos os epitélios testardos’, a
promoc&o de regeneragdo epidérmica constitui uma aplicagdo particularmen-
te preferida da invengdo. Outras modalidades preferidas da invengéo inclu- |
em a promogéo de regeneragdo epitelial escamosa, e/ou a promogao de re-
generacdo epitelial queratinizada. Sera avaliado que os métodos e medica-
menvtos da invengéo podem ser benéficos & epiderme que cobre o escalpo.

A promogao de regeneragéo epitelial de acordo com a invengao
é capaz de ocasionar a formagao de uma barreira epitelial de funcionamento
sobre areas desnudas ou anteriormente feridas. A barreira epitelial formada
¢ capaz de impedir o ingresso, e coloniza¢éo, no tecido subjacente por ele-
mentos patogénicos tais como bactérias, fungos e virus. Desta maneira, a
promocdo de regeneracéo epitelial pode proporcionar beneficios em contex-
tos onde se deseja impedir ou reduzir a infecgdo em sitios onde a camada
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epitelial foi rompida.

A presenca de uma camada epitelial intacta também atua como
uma barreira para movimento de fluido, e &, portanto, capaz de impedir a
dessecagao de tecido subjacente. Desta maneira, a promogao de regenera-
¢ao epitelial é capaz de impedir ou reduzir a dessecacao do tecido que surge
como um resultado de perda de fluido através de uma camada epitelial dani-
ficada ou de outra maneira rompida.

A presente invengdo se baseia na descoberta surpreendente
que a regeneracao epitelial pode ser estimulada pelo fornecimento da citoci-
na TGF-3 ou um agente que pa'rtilha a étividade bioldgica caracteristica de
TGF-Bs. TGF-Bs (que existe em trés isoformas em mamifero, TGF-B4, B2 e
TGF-Bs) foi anteriormente considerada por inibir regeneragéo epitelial.

Os efeitos inibidores de TGF-B sobre a regeneragao epitelial fo-
ram relatados baseados tanto em ensaios in vitro e in vivo. Os estudos dos
efeitos de isoformas de TGF-B sobre ceratindcitos cultivados (células epiteli-
ais cutaneas) sugeriram que, embora 0 tratamento com TGF-B aumente a-
expressao de ceratindcitos de integrinas associadas com migrac¢éo, a taxa =
de proliferacdo de ceratinécitos, que é necessaria para régeneragéo epidér-
mica, é consideravelmente reduzida. A inibicdo mediada por TGF-B de proli-
feragdo de célula epitelial requerida para regeneragdo epitelial também foi
relatada utilizando estudds in vivo. |

Embora os efeitos inibidores relatados de TGF-p3 sejam apresen-
tados por todas as isoformas ha diferengas nas poténcias relativas das iso-
formas diferentes. Os estudos mostraram que TGF-B3 € a mais potente das
isoformas em sua capacidade de inibir a sintese de DNA e proliferagédo em
culturas primarias de ceratindcitos humanos, causando inibigédo mais forte do

que tanto TGF-B, como TGF-B.

Além de estudos que utilizam células cultivadas, inimeros estu-
dos in vivo foram recentemente realizados, utilizando compostos especificos
ou tecnologias genéticas para interromper a via de sinalizag:éo' de TGF-B.
Estes estudos sugeriram adicionalmente que TGF-Bs, e particularmente

TGF-B3 inibem a regeneragéao epitelial.
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Ao contrario dos relatdrios anteriormente publicados, os invento-
res do presente pedido descobriram no momento que a aplicagao de um a-
gente, que possui atividade de TGF-B3 a um tecido epitelial antes ou depois
do ferimento équele tecido, é capaz de promover a regenera¢édo da camada
epitelial, em vez de inibir tal 'regeneragéio. Sem se ater a qualquer hipotese
os inventores acreditam que a promo¢éo de regeneragao epitélial é obtida
por promogao mediada por TGF-fB3 de migracdo de célula epitelial. As célu-
las epiteliais (cuja migragdo foi promovida) sdo, desta forma, capazes de
repopular e regenerar o epitélio danificado mais rapidamente do que ocorre
na auséncia de agentes que possuem atividade de TGF-fs.

Sera avaliado que a promogéo de regeneracéo epitelial de acor-
do com a invengdo pode ser de uso para induzir reepitelializagéo eficaz em
contextos onde a invengéo pode ser benéfica em casos onde a resposta de
reepitelializacdo é comprometida, inibida, retardada ou, de outra maneira,
imperfeita. Entretanto, é particularmente preferido que os métodos e medi-
camentos da invengéo que sdo usados na promogao de regeneragéo epiteli-
al também possam ser efetuados para acelerar a taxa de respostas de rege-
neragdo epitelial normal em pacientes que sofrem de dano epitelial.

Ha diversos contextos onde a resposta de reepitelializagdo do
corpo pode ser imperfeita. Por exemplo, a reepitelializagéo imperfeita na pe-
le estd associada com condi¢cdes tais como, pénfigo, doenca de Hailey-
Hailey (pénfigo familiar benigno), necrélise - epidérmica  toxica
(TEN)/sindrome de Lyell, epidermoélise bolhosa, leishmaniose cutanea e ce-
ratose actinica. A reepitelializagdo imperfeita dos pulmdes pode estar asso-
ciada com fibrose pulmonar idiopatica (IPF) ou doenga pulmonar intersticial.
A reepitelializacdo imperfeita do olho pode estar associada com condiges,
tais como, deficiéncia de células-tronco do limbo parcial ou erosdes cornea-
nas. A reepitelializacdo imperfeita do trato gastrointestinal ou célon pode es-
tar assbciada com condi¢des, tais como, fissuras anais crénicas (fissura no
anus), colite ulcerativa ou doenga de Crohn, e outros disturbios intestinais

inflamatorios.
O processo da reepitelializagdo em resposta a lesdes dérmicas
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também pode ser observado em muitos individuos. Por exemplo, € bem-
conhecido que lesdes dérmicas em idosos apresentam regeneracao epitelial
menos vigorosas do que aquelas de individuos mais jovens. Também ha
muitas outras condi¢bes ou distirbios que estdo associados com regenera-
cao epitelial retardada ou, de outra maneira, prejudicada em resposta a le-
sdo. Por exemplo, os pacientes com diabetes, pacientes com polifarmacia
(por exemplo, como um resultado da velhice), mulheres na pds-menopausa,
pacientes suscetiveis a lesdes por pressao (por exemplo, paraplégicos), pa-
cientes com doenca venosa, pacientes clinicamente obesos, pacientes que
recebem quimioterapia, pacientés que recebem radioterapia, pacientes que
recebem tratamento com esterdide ou pacientes imunoc_:omprometidos po-
dem sofrer de regeneragao epitelial comprometida. Em muitos casos a falta
de uma resposta de regeneragao epitelial apropriada contribui para o desen-
volvimento de infecgdes no local do ferimento, e para retardamento da res- |
posta de cura do ferimento normal que pode resultar na formagéo de feridas
crénicas, tais como, ulceras. Conseqlientemente, sera avaliado que a pro-
mocdo epitelial através dos métodos ou medicamentos da invengao serdo
benéficos a tais pacientes.

Sem depreciar a descrigdo acima, pode ser geralmente preferido
que a promogdo de regeneragdo epitelial de acordo com a invengao pode
ser efetuada para aumehtar uma resposta de reepitelializagdo avangada (ou
seja, para produzir uma resposta méxima de regeneragéo epitelial maior do
que a que poderia ser normalmente obtida sem promogéo). Sera avaliado
que desta maneira sitios de dano epitelial que ocorre em individuos em ou-
tros casos saudaveis podem ser induzidos a se regenerar mais rapidamente.

Muito esforco experimental e pesquisa foram empenhados na

identificacdo e desenvolvimento de agentes terapéuticos e técnicas que po- -

dem ser usadas para promover a regeneragao epitelial nagueles onde a res-
posta de reepitelializagédo é comprométida. Entretanto, o grupo de pacientes
que ndo sofrem de reepitelializagdo comprometida constitui um grande nu-
mero da populacdo total coberta pelos servicos de assisténcia médica, e
uma proporgao ainda maior da massa trabalhadora. O versado na técnica ira
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avaliar imediatamente, portanto, que é um grande beneficio que a sociedade
seja beneficiada pelo desenvolvimento de agentes terapéuticos e técnicas
que possam se dirigir & necessidades destes pacientes em outros contextos
saudaveis. Conseqlientemente, a promogdo de regeneragdo epitelial em
pacientes saudaveis & uma modalidade preferida de todos os aspectos da
presente invengdo. A promogdo de reepitelializagdo de feridas agudas (o-
postas as feridas cronicas) também € uma modalidade preferida de todos os
aspectos da invengao.

Para os propésitos da presente invengdo, uma ferida crénica
pode ser definida como qualquer ferida que ndo mostra nenhuma tenvdéncia
a cura dentro de oito semanas de formagao quando submetida a tratamento
terapéutico apropriado (convencional). As feridas agudas podem ser qual-
quer ferida que ndao uma ferida cronica. As feridas agudas preferidaé podem
ser feridas incisionais, destas as feridas incisionais cirdrgicas podem ser um
grupo particularmente preferido. |

Os epitélios, tal como, a epiderme ou epitélio corneano, podem
ser submetidos a ferimento como um resultado de muitos tipos diferentes de
insulto. Os epitélios podem, por exemplo, ser lesionados como um resultado
de insultos fisicos ou lesdes, que incluem-escoriagdes, abrasoes, feridas
(tanto feridas penetrantes como feridas nao-penetrantes), incisdes cirdrgi-
cas, e outros procedimentos cirdrgicos (particularmente enxertos de espes-
sura parcial de tecidos tal como a pele), “queimaduras” (que, exceto onde o
contexto requer o contrario, podem ser considerados para incluir ferimento
do tecido resultante de exposicdo tanto a alta como baixa temperatura, a-
gentes quimicos ou radiacdo), e outras formas de trauma.

Os inventores descobriram que os medicamentos e métodos da
invengdo sido particularmente eficazes na promogao de regeneragéb epitelial
em resposta a lesdes. Estes sdo exemplificados, particularmente de benefi-
cio, lesdes na pele, onde a epiderme esta ferida. Sera avaliado, entretanto,
que os métodos da invengdo também podem ser aplicaveis a outros tipos de
lesdo e feridas inclusive les&o, ferimento ou trama a epitélios tais como, epi-

télios respiratérios, ou aqueles que cercam tecidos ou 6rgaos internos. A
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regeneracdo do epitélio deve ser promovida por um epitélio que nao um epi-
télio digestivo. Por exemplo, o epitélio pode ser qualquer um exceto o epité-
lio intestinal ou gastrointestinal. |

E reconhecido que o dano epitelial, e particularmente ferimento
epidérmico, resultante de queimaduras pode se estender para grandes areas
de um individuo afligido. Como um resultado as lesdes por queimadura sao
particularmente suscetiveis a complicagbes tais como infecgao e desseca-
¢do que surgem devido a falta de uma camada epitelial funcional. Conse-
quentemente, a promogdo de regeneragéo epitelial em resposta a ferimento
por queimadura representa uma aplicagéo preferida da invengéo.

A promogdo de regeneracgéo epitelial, por exemplo, no local de
lesdes dérmicas, causa um aperfeicoamento rapido na aparéncia cosmética
da area lesionada. As consideragdes cosméticas sdo importantes em inume-
ros contextos clinicos, particularmente quando ocorre dano epitelial em lo-
cais proeminentes do corpo, tais como, face, pescogo € maos. Consequen-
temente, a promocéo de regeneragdo epitelial em locais onde se deseja a-
perfeicoar a aparéncia cosmética da area danificada representa uma moda- .
lidade preferida da invengéo.

O ferimento aos epitélios também pode surgir como um resulta- -
do da agdo de elementos patogénicos (tais como, bactérias, fungos, ou vi-
rus), insultos quimicos (tais como, queimadura quimicas causadas pdr agen-
tes causticos, ou através do efeito de farmacos citotoxicos, tais como, aque-
les empregados em quimioterapia) ou como um resultado de ferimento por
radiacdo (tanto através de radiagdo de particulado ou radiagao eletromagné-
tica tal como, radiacdo gama, radiagdo ultravioleta ou similares) tal como
aquele que ocorre em queimadura de sol. A promogéo de regeneragao epite-
lial utilizando métodos e medicamentos de acordo com a invengao pode ser :
utilizada de forma eficaz em todos os contextos mencionados acima.

Sera avaliado que muitas das mesmas consideragdes que sur-
gem com relagéo a dano epitelial em seres humanos também podem ser
problematicas em outros animais, particularmente animais em geral ou do-

mésticos (por exemplo, cavalos, gado, cées, gatos, etc). Desta maneira, 0s
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métodos da invengdo também podem ser aplicdveis em animais nao-
humanos.

O uso de agentes que possuem atividade de TGF-B3 para pro-
mover a regeneragao epitelial em resposta ao ferimento associado com pro-
cedimentos de enxerto epitelial representa uma modalidade preferida da in-
vengdo. O dano epitelial que ocorre como um resultado de enxertos de pele
pode ser clinicamente problematico, além de consideragbes cosméticas. A
regeneracdo epitelial é benéfica tanto no sitio doador de enxerto epitelial,
onde esta ajuda no reestabelecimento de uma camada epitelial funcional,
como também no sitio receptor onde a regeneragéo é capaz de aperfeicoar .
e acelerar a integragéo do tecido enxertado. A regeneragao epitelial em Si-
tios receptores de enxerto também é vantajosa no caso de enxertos que uti-
lizam pele, pele artificial ou substitutos de pele. |

A promogao de regeneragdo epitelial em sitios doadores de en-
xerto epitelial reduz o tempo gasto para rearmazenar uma camada epitelial
funcional, e conseqlentemente reduz o potencial de infec¢do de sitio doa-
dor. A promogao de regeneragdo epitelial também reduz as incidéncias de
vesiculacgao blistering e ruptura de tecido que podem ocorrer no sitio doador.

E preferido que os enxertos epiteliais sejam enxertos epidérmi-
cos (pele). Os métodos e medicamentos da invengdo possuem utilidade na
promogado de regeneragio epitelial nos contextos tanto de enxertos de pele
de espessura total como parcial. Tais enxertos de pele (ou seja, tanto enxer-
tos de espessura total como parcial) podem ser tanto em malha como nao-
malha. _ |

Os inventores descobriram que a presencga ou auséncia de uma
camada epitelial intacta também é um fator para determinar o grau de dor

associada com sitios onde o epitélio foi danificado ou removido, tais como,

~ sitios doadores de pele. Desta maneira, a promogao da regeneragéo epitelial

em tais sitios pode reduzir a dor associada com, por exemplo, a retirada de

enxertos de pele.
Uma vantagem adicional de promogéao de regeneragéo epitelial

em sitios doadores epiteliais é que esta reduz o tempo requerido.até que a
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re-colheita de tecido do sitio doador possa ocorrer. Por re-colheita entende-
se a remogdo subseqiiente de tecido epitelial adicional de um sitio doador
anteriormente.usado. Isto é particularmente vantajoso em situagdes onde a
pele disponivel para colheita é limitada e/ou a area da pele requerida para
ser colhida é grande. Exemplos de tais situagdes incluem ocasides quando
se necessita remover enxertos de criangas e/ou pacientes que sofrem de
queimaduras que cobrem uma grande porcentagem da superficie do corpo.

Consequentemente, em um terceiro aspecto da invengao pro-
porciona-se um método para preparar um sitio doador de enxerto epitelial
para re-colheita, sendo que o método compreende administrar em um sitio
doador epitelial necessitado de tal preparag&o, uma quantidade terapeutica-
mente eficaz de um agente que possui atividade de TGF-Bs. No contexto
deste aspecto da invengdo uma “quantidade terapeuticamente eficaz” € uma
quantidade de um agente que possui atividade de TGF-f3 suficiente para
promover a regeneracdo epitelial em tal extensao que enxertos epiteliais a-
dicionais podem ser retirados do sitio doador. Sera avaliado que a deciséo
se um sitio doador é suficientemente regenerado para permitir a re-colheita
sera normalmente tomada por um médico competente, e que tal pessoa tera
acesso a uma diversidade de orientagdo, tanto por meio de textos relativos
como por sua propria experiéncia, para indicar quando tal re-colheita pode
ser normalmente realizada sem o beneficio de preparacgao de acordo com a
invengao. _

Os inventores descobriram que a promogao de regeneragao epi--
telial causada por agentes que possuem atividade de TGF-Bs pode ser efe-
tuada utilizando o préprio TGF-B3, fragmentos biologicamente ativos, varian-
tes e derivados de TGF-B3, e substancias capazes de promover ou imitar a
atividade biologica de TGF-Bs. Os fragmentos biologicamente adequados,
variantes e derivados de TGF-B3 podem ser facilmente identificados por sua
capacidade de replicar os efeitos de TGF-Bs in vivo ou in vitro. A atividade de
TGF-Bs pode ser avaliada in vivo utilizando modelos de animal adequados
onde a taxa de regeneragdo epitelial ocorrente. em &reas de dano epitelial
tratado com compostos de teste pode ser comparada com a taxa de regene-
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racdo epitelial ocorrente em 4reas de controle de dano epitelial. Os modelos
de animais adequados podem incluir feridas de espessura parcial ou espes-
sura total de tecidos que contém uma camada epitelial (tal como, a epiderme
da pele). |

O versado na técnica ira avaliar que quando se estima a taxa de
regeneragao epitelial (por exemplo, para identificar se a regeneragao foi ou
nao promovida) o parametro relativo que sera considerado é a extensao de
cobertura epitelial atingida. Deve-se tomar cuidado ao diferenciar tal cobertu-
ra epitelial de outros fatores, tal como, a quantidade de tecido de granulagao
(ou outros materiais, tal como, matriz associada com formagéo de coagulo) .
presente em uma ferida. O tecido d'e granulagdo deste tipo pode contribuir
para o fechamento da ferida, ao preencher uma parte oca da ferida ou o leito
de uma ferida, ndo contribui para a regeneragao epitelial, uma vez que este

é essencialmente composto de tipos de célula ndo-epitelial. No caso de ana-

- lises de feridas (tais como, feridas na pele), as células epiteliais podem ser

tipicamente identificadas devido a sua morfologia achatada (oposta a fibro-

blastos em formato de “fuso”, ou células arredondadas da resposta inflama-

A seqiiéncia aminoacido de TGF-B3 humano nativo é proporcio-

nada como Sequéncia ID No. 1 abaixo: .
ALDTNYCFRN LEENCCVRPL YIDFRQDLGW

KWVHEPKGYY. ANFCSGPCPY LRSADTTHST
VLGLYNTLNP EASASPCCVP QDLEPLTILY

YVGRTPKVEQ LSNMVVKSCK  CS

(seqiiéncia ID N° 1)

A técnica anterior contém indmeras formas variantes de TGF-f3
que sdo adequadas para uso nos métodos e medicamentos da invengao.
Por exemplo, EP-A-O 684 260 descreve um polipeptideo que compreende
uma forma modificada de TGF-Bs que possui atividade biologica adequada
para uso de acordo com a presente invengao, bem como acidos nucléicos
que codificam o mesmo. As descricdes de EP-A-O 684 260 representam
polipeptideos e acidos nucléicos preferidos para uso de acordo com a pre-

sente invengao.
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As variantes de TGF-B3 que podem ser usadas de acordo com a
invengdo incluem proteinas que contém substituicbes de aminoacido con-
servadas que mantém a atividade bioldgica de TGF-B3 como caracterizado
por sua capacidade de promover regéneragéo epitelial. E preferido que as
substituicdes conservadas possam ser substituicoes projetadas para remo-
ver sitios de clivagem da protease, ou outras estruturas de peptideo que
possam estar envolvidas na degradagdo ou depuragdo de TGF-Bs. Detalhes
adicionais de variantes e derivados de TGF-Bs que podem ser empregados
nos medicamentos e métodos da invengdo sdo proporcionados abaixo.

As formas variantes adequadas de TGF-f; podem ser aquelas
onde certos aminoacidos nativos sdo substituidos por aminoacidos que pos-
suem uma cadeia lateral de propriedades biofisicas similares as do aminoa-
cido que é substituido, para produzir uma alteragao conseNativa. Por exem-
plo pequenos aminodcidos nao-polares, hidrofobicos incluem glicina, alani-
na, leucina, isoleucina, valina, prolina e metionina. Grandes aminoéacidos
nao-polares, hidrofébicos incluem fenilalanina, triptofano e tirosina. Os ami-
noacidos neutros polares incluem serina, treonina, cisteina, asparagina e
glutamina. Os aminoacidos positivamente carregados (bésicos) incluem lisi-
na, arginina e histidina. Os aminodcidos negativamente carregados (acidi-
cos) incluem &cido aspartico e acido glutamico.

Outras modifica¢gbes em seqiéncias protéicas tais como 'aquelas
que ocorrem durante ou apds a tradugdo, por exemplo, por acetilagao, ami-
dacdo, carboxilagdo, fosforilagdo, clivagem proteolitica ou ligagdo a um li-
gante podem proporcionar formas variantes adicionais de TGF-B; adequa-
das para uso nos medicamentos e métodos da invengao.

Os derivados de TGF-B; adequados para uso nos métodos e
medicamentos da invengdo podem incluir derivados que aumentam ou dimi- -
nuem a meia-vida de TGF-B; in vivo. Exemplos de derivados capazes de
aumentar a meia-vida de TGF-Bs incluem derivados de peptdide de TGF-Bs,
derivados de D-aminoacido de TGF-B3, e hibridos peptideo-peptdide.

Sera avaliado que, uma vez que TGF-B3 e seus fragmentos (bem

como muitas das variantes possiveis e derivados destas) sao proteinas ou



10

15

20

25

30

14

podem conter componentes. de peptidil, estes podem ser submetidos a de-
gradacdo através de iniumeros meios (tal como atividade da protease em
sistemas bioldgicos). Tal degradacédo pode limitar a biodisponibilidéde dos
polipeptideos e, consequentemente a capacidade de os polipeptideos atingi-

rem sua funcdo biolégica. Ha grandes faixas de técnicas bem estabelecidas

por meio das quais os derivados de peptideo que tiveram a estabilidade au-
mentada em contextos bioldgicos podem ser projetados e produzidos. Tais
derivados de peptl’deb podem ter a biodisponibilidade aperfeicoada como um
resultado de resisténcia aumentada a degradagéov mediada por protease. De
preferéncia, um derivado de peptideo ou analogo adequado para uso de a-
cordo com a invencgéo é mais resistente a protease do que o peptideo a par-
tir do qual este é derivado. _

De preferéncia, TGF-B3, suas variantes ou fragmentos, podem
ser tornar mais resistentes a protease ao proteger o terminal N e/ou C. Por
exemplo, o terminal N pode ser p‘rotegido por um grupo acetila. O terminal C
pode ser protegido por um grupo amida.

A resisténcia a protease de um derivado de TGF-B3 pode ser
comparada com a resisténcia a protease do préprio TGF-B3 pbr meio de ana-
lises de degradacdo de proteina bem-conhecidas descritas na técnica ante-
rior. o o

Os derivados de peptdide de TGF-B3 podem ser facilmente pro-
jetados a partir do conhecimento da estrutura de TGF-B3. O software comer-
cialmente disponivel pode ser usado para desenvolver derivados de peptdi-
de de acordo com protocolos bem estabelecidos.

Os retropeptéides, (onde todos os aminodcidos s&o substituidos
por residuos de peptoide em ordem inversa) também s&o capazes de imitar

as propriedades promotoras de regeneragédo epitelial de TGF-[s. Espera—se

~ que um retropeptdide seja ligado na diregdo oposta no sulco de ligagéo ao

ligante, como comparado com um peptideo ou hibrido peptdide-peptideo que
contém um residuo de peptdide. Como um resultado, as cadeias laterais dos
residuos de peptoide sdo capazes de apontar na mesma dire¢ao que as ca-

deias laterais no peptideo original.
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As formas de D-aminoacido de TGF-B3 constituem uma modali-
dade adicional de um derivado de TGF-B; adequado para uso de acordo
com os métodos e medicamentos da invengdo. Neste caso, a ordem dos
residuos de aminodcido que compreendem o derivado é invertida como
comparado com TGF-B; original. A preparagao de derivados que utilizam D-
aminoacidos em vez de L-aminoacidos reduz bastante qualquer ruptura in-
desejada de tal agente por meio de processos metaboélicos normais, redu-
zindo as quantidades de agentes qué precisam ser administradas, juntamen-
te com a frequéncia de sua administragao.

Sera avaliado que, para constituir um fragmento biologicamente
ativo, variante, ou derivado de TGF-B; adequado para usé de acordo com os
métodos e medicamentos da invengdo, um fragmento, variante, ou derivado
deve manter a atividade promotora de regeneragao epitelial de TGF-Bs.

TGF-Bs (ou fragmentos biologicamente ativos, variantes, ou deri-
vados destes) pode ser proporcionado para uso nos métodos ou medica-
mentos da invengdo em uma forma étiva ou inativa. TGF-B3 pode ser inati-
vado por meio de inimeros mecanismos, por exemplo, por encapsulagao. As
capsulas podem ser degradaveis por um estimulo externo para liberar o a-
gente ativo quando requerido. Os estimulos externos adequados para uso
desta maneira incluem luz UV, ultrassom, enzimas in vivo ou calor.

TGF-B3 também pode ser proporcionado como um precufsor ina-
tivo, que pode ser ativado mediante contato com o tecido que contém as en- |
zimas de clivagem natural requeridas para converter o precursor para sua

forma ativa. A seqiéncia de aminoacido de um precursor naturalmente ocor-

rente de TGF-B3 humano é proporcionada como Sequéncia ID No. 2 abaixo:

MKMHLQRALV - VLALLNFATV SLSLSTCTTL

DFGHIKKKRV EAIRGQILSK LRLTSPPEPT
VMTHVPYQVL ALYNSTRELL EEMHGEREEG
CTQENTESEY YAKEIHKFDM TQGLAEHNEL
AVCPKGITSK = VFRFNVSSVE KNRTNLFRAE

FRVLRVPNPS SKRNEQRIEL FQILRPDEI-H
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AKQRYIGGKN LPTRGTAEWL  SFDVTDTVRE

WLLRRESNLG = LEISIHCPCH TFQPNGDILE

NIHEVMEIKF KGVDNEDDHG ~ RGDLGRLKKQ
KDHHNPHLIL MMIPPHRLDN ~  PGQGGQRKKR
ALDTNYCFRN . LEENCCVRPL  YIDFRQDLGW
KWVHEPKGYY  ANFCSGPCPY  LRSADTTHST

VLGLYNTLNP - EASASPCCVP QDLEPLTILY |
YVGRTPKVEQ LSNMVVKSCK ~ CS

16

(seqiiéncia ID N° 2)

A inativacao podé ser, alternati\)amente atingida pela adigao mo- -
lecular de uma molécula de ligagdo. A molécula de ligagcdo pode ser separa-
vel quandd requerida por um estimulo externo tal como luz UV, ultrassom,
enzimas in vivo ou calor.

Os peptideos adequados para uso na producédo de TGF-f3 inati--
vo sdo bem-conhecidos na técnica, uma vez que TGF-Bz sdo geralmente
secretados de células em uma forma inativa conhecida como TGF-fs latente. '
O TGF-B3 latente consiste em um Peptideo Aséociado a Laténcia de N ter-
minal e o TGF-B3 e também é referido como o Complexo Latente Pequeno.
Adicionalmente, o Complexo Latente Pequeno pode se ligar a outro peptideo
(derivado de um gene diferénte) de tamanho variavel que se chama Proteina
de Ligacdo de TGF-B3 (LTBP) em tal caso todo o complexo € conhecido co-
mo o Grande Complexo de TGF-f3 Latente. ,

O TGF-Bs latente é ativado quando o TGF-B3 for motivado a ser
dissociado do LAP. Esta dissociagao pode ser coordenada em um manose-
6-fosfato/receptor de Fator de Crescimento Tipo Insulina Il (M6P-R) e envol-
ve proteases tais como plasmina, sendo que 0s substratos estao associados

na superficie celular por transglutaminase de tecido. Os radicais livres e es-

~ pécies de oxigénio reativo também podem ativar TGF-Bs motivando a disso-

ciacao do LAP.

A invengdo também abrange o uso de substéncias capazes de
promover ou imitar a atividade biologica de TGF-B3 para a fabricagdo de um
medicamento para promover a regeneragao epitelial.

As substancias capazes de promover ou imitar a atividade biolo-
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gica de TGF-B; podem atingir seu efeito através de inumeros meios. Por e-
xemplo, tais substancias podem aumentar a expressdo de TGF-f5 ou estas
podem aumentar a meia-vida de TGF-3, por exe'mplo reduzindo a renova-
cdo de TGF-Bs. Exemplos de substancias capazes de promover ou imitar a
atividade biolégica de TGF-B5 incluem tanto substancias proteinaceas como
ndo-proteinaceas. Por exemplo, tais substancias capazes de promover ou
imitar a atividade bioldgica de TGF-Bs incluem fatores de transcrigéo regula-
dores de atividade de TGF-fs, anticbrpos de ativacdo capazes de imitar a
atividade biolégica de TGF-Bs, pequenas moléculas inorganicas que repli-
cam os efeitos de ligacdo a receptor de TGF-Bs, bem como substancias ca-
pazes de induzir as cascatas de sinalizagéo intracelular que retém as carac-
teristicas daquelas geradas mediante ligagao de receptor de TGF-Ba.

De preferéncia, a promogéo de regeneragéo epitelial pode origi-
nar uma taxa de regeneragdo epitelial que é pelo menos 5%, 10%, 20% ou |
30% maior do que.a regeneragdo que ocorre em um epitélio tratado por con-
trole ou ndo-tratado. Mais preferivelm_énte,'a regeneragao epitelial promovida
pode dar origem a uma taxa de regeneragao epitelial que € pelo menos 40%,
50% ou 60% maior do que a regeneragao que ocorre em um epitélio tratado
por controle ou nao-tratado. E ainda mais preferido que a regeneragao epite-
lial promovida possa dar origem a uma taxa de regeneragdo epitelial que
seja pelo menos 70%, 80%, ou 90% maior do que a regeneragao qué ocorre
em um epitélio tratado por controle ou ndo-tratado, e mais preferivelmente, a
regeneracgéo epitelial promovida pode dar origem a uma taxa de regenera-
cdo epitelial que € pelo menos 100% maior do que a regeneragao que ocorre
em um epitélio tratado por controle ou ndo-tratado. '

| De preferéncia, a promogdo de regeneracgéo epitelial pode dar
origem a um tempo para se reepitelializar 1 dia, 2 dias, ou 3 dias mais rapido |
do que ocorre em um epitélio tratado por controle ou nédo-tratado. Mais prefe-
rivelmente, a regeneracao epitelial prdmovida pode dar origem a um tempo
para se reepitelializar que é pelo menos 4 dias, 5 dias ou 6 dias mais rapido
do que ocorre em um epitélio tratado por controle ou nao-tratado. E ainda

mais preferido que a regeneracgio epitelial promovida possa dar origem a um
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tempo para se reepitelializar que seja pelo menos 7 dias, 8 dias ou 9 dias
mais rapido do que ocorre em um epitélio tratado por controle ou nao-
tratado, e mais preferivelmente, a regeneragao epitelial promovida pode dar

origem a um tempo para se reepitelializar que € pelo menos 10 dias ou mais

do que ocorre em um epitélio tratado por controle ou nao-tratado.

Com relagdo ao tempo para re-colheita de epitélio, por exemplo,
de sitios doadores para enxertos de pele de espessura dividida, de preferén-
cia, a promogdo de regeneragao epitelial pode dar origem a um tempo para
re-colheita que é 1 dia, 2 dias, ou 3 dias mais rapido do que ocorre em um
epitélio tratado por controle ou ndo-tratado. Mais preferivelmente, a regene- .
racédo epitelial promovida pode dar origem a um tempo para re-colheita que é
pelo menos 4 dias, 5 dias ou 6 dias mais rapido do que ocorre em um epité-
lio tratado por controle ou ndo-tratado. E ainda mais preferido que a regene-
racao epitelial promovida possa dar origem a um tempo para re-colheita que
é pelo menos 7 dias, 8 dias ou 9 dias mais rapido do que ocorre em um epi-
télio tratado por controle ou nao-tratado, e mais preferivelmente, e mais pre-
ferivelmente, a regeneragdo epitelial promovida pode dar origem a um tempo
para re-colheita que é pelo menos 10 dias ou mais do que ocorre em um
epitélio tratado por controle ou néo-tratado.

Os medicamentos de acordo com a invengdo podem proporcio-
nar quantidades terapeuticamente eficazes de agentes, de acordo com a
invengdo, adequadas para promover a regeneragao epitelial. Os inventores
descobriram que tais medicamentos sdo capazes de promover regeneracao
epitelial quando administrados tanto antes do dano epitelial, como uma vez
que o ferimento ja ocorreu.
| O uso profilatico de agentes de acordo com a invengao para
promover regeneragao epitelial € um modo preferido de uso de acordo com
a invengdo. Sera avaliado que tal uso é mais adequado no caso onde o tem-
po e localizagdo de possivel dano epitelial sdo conhecidos, por exemplo,
ferimento ocorrente como um resultado de procedimentos eletivos, porém o
pré-tratamento com agentes de acordo com a invengdo também é conside-
rado em situagdes onde ha uma probabilidade de surgir dano epitelial. Os
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inventores descobriram que a administracdo de agentes de acordo com a
invengdo imediatamente antes do dano epitelial (ou seja, na hora, ou de pre-
feréncia meia hora, antes da ocorréncia de ferimento) é altamente eficaz,
apesar de a administragdo em momentos anteriores (por exemplo, até 24 ou
48 horas antes do dano epitelial) também ser eficaz. O uso profilatico de u-
sos, métodos e medicamentos de acordo com a invengao é uma modalidade

~ preferida da invengao, e é particularmente preferido na preparagao de sitios

doadores e/ou receptores de enxerto de pele.

Os agentes de acordo com a invengdo também s&o eficazes na
promogdo de regeneragdo epitelial quando administrados apés ocorrer o
dano epitelial. E preferido que tal administragdo ocorra o quanto antes apés
a iniciagédo do ferimento, porém os agentes de acordo com a invengdo sao
capazes de promover regeneragdo epitelial em qualguer momento até ocor-
rer a restauragéo total do epitélio danificado. Sera avaliado que a “janela” |
onde os agentes de acordo com a invengdo podem ser administrados de
forma eficaz de modo que estes sejam capazes de promover a regeneragao
epitelial é dependente de inumeros fatores, inclusive a natureza do epitélio
em questdo (inclusive a taxa de reparo natural do epitélio), o grau de feri-
mento que ocorreu, € o tamanho da area danificada. Desta maneira, no caso
de uma grande area de dano epitelial, ou no caso de ferimento-a um epitélio
que € naturalmente maisklento de se regenerar, 0s agentes de acordo com a
invencéo ainda podem ser administrados de forma eficaz relativamente atra-
sados na resposta de regeneragdo. Os agentes de acordo com a invengao
podem ser, por exemplo, de preferéncia administrados dentro da primeira a
24 horas ap6s ocorrer o dano epitelial, porém ainda podem atingir a promo-
¢ao beneficial de regeneragdo epitelial se administrados até dez, ou mais
dias apods a iniciagao do ferimento.

A promocéo de regeneracao epitelial pode ser atingida por ad-
ministracéo repetida de agentes de acordo com a invengdo em sitios de da-
no epitelial. Por exemplo, as quantidades terapeuticamente eficazes de a-
gentes de acordo com a invengdo podem ser administradas em epitélios da-

nificados como requerido até atingir a regeneracao epitelial total. A guisa de
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exemplo os agentes de acordo com a inven¢do podem ser administrados
diariamente ou duas vezes ao dia em um sitio de dano epitelial durante pelo
menos os primeiros trés dias apds a ocorréncia do dano.

Mais preferivelmente, os agentes de acordo com a invengéo sao
administrados tanto antes como depois de incidéncias de dano epitelial. Os
inventores descobriram que a administragdo de agentes de acordo com a
invengdo imediatamente antes do dano epitelial, seguida por administragdo
diaria de tais agentes durante os trés dias apés o dano epitelial, € particu-
larmente eficaz na promogao de regeneragao epitelial.

Sera avaliado que a quantidade de um agente de acordo com a .
invengdo que sera aplicada em um sitio de dano epitelial depende de indme-
ros fatores tais como a atividade biolégica e biodisponibilidade do agente,
que sucessivamente depende do modo de administragéo e das propriedades
fisico-quimicas do agente. Outros fatores podem incluir:

A) a meia vida do agente no individuo que sera tratado.

B) A condic&o especifica que sera tratada.

C) A idade do individuo.

A freqiéncia de administragdo também sera influenciada pelos
fatores mencionados acima e particularmente a meia-vida do agente sele-
cionado de acordo com a invengéo no individuo que seré tratado. o

Geralmente quando os individuos de acordo com a invengao
forem usados para tratar sitios existentes de dano epitelial o agente deveria -
ser administrado assim que o dano epitelial ocorreu ou foi diagnosticado. A
terapia com agentes de acordo com a invengdo deveria continuar até o epi-
télio danificado ser regenerado até a satisfagdo do medico.
| A frequéncia de administragdo ird depender da meia-vida biolo-
gica do agente usado de acordo com a invengdo. Tipicamente, um creme ou
pomada que contém um agente de acordo com a invengao deveria ser ad-
ministrado em um tecido alvo de modo que a concentracdo do agente no
sitio de dano epitelial seja mantida em um nivel adequado para obter um .
efeito terapéutico. Este pode requerer administragdo diaria ou ainda diversas

vezes ao dia.
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As quantidades terapeuticamente eficazes de agentes de acordo
com a invencdo, por exemplo, na forma de medicamentos de acordo com a
invengéo, podem ser administradas por qualquer rota adequada capaz de
obter o efeito desejado para promover a regeneragao epitelial, porém podem
ser, de preferéncia, administradas localmente em sitios de dano epitelial.

Os inventores descobriram que a regeneragao epitelial pode ser
promovida de forma eficaz através da administragao de um agente de acor-
do com a invencéo (particularmente TGF-B3) na forma de injecdes em sitios
de dano epitelial. Por exemplo, no caso de dano a epiderme, o agente de
acordo com a invengdo pode ser administrado por meio de inje¢ao intradér-
mica. Desta maneira, uma composi¢cdo preferida da invengdo compreende
uma solugéo injetavel de um agente de acordo com a invengao (por exem-
plo, para inje¢cdo em torno das margens de um sitio de dano epitelial ou um
sitio que provavelmente sera danificado). As formulagdes adequadas para
uso nesta modalidade da invengdo sdo consideradas no Apéndice abaixo.

Alternativa ou adicionalmente, um agente de acordo com a in-
vengdo também pode ser administrado em uma forma tépica para promover
a regeneragéo epitelial. Tal administragéo pode ser efetuada como parte do
tratamento inicial e/ou acompanhamento da area danificada. Os detalhes de
formulagbes adequadas para administragédo topica estdo estabelecidos adi-
ante. As formulagdes tépicas podem ser aplicadas por injégéo sobre a super-
ficie da ferida, por pulverizagdo de aerossol e também por aplicagéo sobre a
superficie da ferida sob um curativo oclusivo ou semi-oclusivo, por exemplo,
Opsite, Bioclusive, Tegaderm ou similares. '

.Os inventores descobriram que a promogao de regeneracao epi-
telial de acordo com a presente invengdo é particularmente aperfeicoada por
aplicacdo topica de um agente de acordo com a invengao a epitélios danifi- :
cados (ou no caso de aplicagdo profilatica, a epitélios que serao danifica-
dos).

‘ E preferido que as composigdes que contém agentes de acordo
com a invengdo sejam formuladas de modo que estas compreendam adicio-
nalmente um agticar. O agucar pode ser, de preferéncia, selecionado do
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grupo que compreende maltose, manose, sacarose e glicose. E particular-
mente preferido que o agucar seja maltose. O agucar, tal como maltose, po-
de estar presente em quantidade suficiente onde a composicéo € substanci-
almente isotonica com relag¢do ao sitio onde a composigdo sera administra-
da. |

Os inventores descobriram que o uso de agucares tal como mal-
tose em formulagdes proporciona um aperfeicoamento notavel e surpreen-
dente em termos tanto da quantidade de material ativo que pode ser recupe-
rada de frascos que contém TGF-Bs3 (por exemplo, seringas pré-carregadas)
como da atividade bioldgica da molécula de TGF-Bs. Com relagéo a recupe-
racdo do material de TGF-B3, a formulagdo em maltose resultou em um au-
mento de 4 dobras em material recuperavel (como medido por ELISA) com-
parada com uma formulagdo baseada em manitol. Com relagéo a atividade
biologica inerente de TGF-B3, a formulagdo em maltose resultou em um au-
mento de 4 dobras em atividade (ICso na analise de Mink Lung Epitelial Cell
de 7,309 [+ 1,044] pg/mL) comparada com a formulagdo de manitol (ICso na
andlise de Mink Lung Epitelial Cell de 30,104 [+-7,093] pg/mL).

O uso de composicdes onde os agentes de acordo com a inven-
cdo sdo formulados na presenca de agucares, tal como, maltose séo particu-
larmente preferidos em contextos onde as composi¢cdes serdo administradas
por meio de injegdo. Os inventores descobriram surpreendentemente que o
uso de agucares, tal como, maltose em tais formulagdes proporciona vanta-
gens notaveis em termos de niveis reduzidos de dor experimentada por a-
queles que recebem injecdes das composi¢des, como comparada com for-
mulagdes onde outros agentes de tamponamento de tonicidade (tal como
manitol) sao usados.

De fato, as composicdes benéficas sdo as que compreendem
agentes ativos de acordo com a invengdo e agucares, tal como, maltose que
constituem um aspecto separado da invengdo. Consequentemente, em um
quarto aspecto da invengdo proporciona-se uma composi¢ao que compre-
ende um agente que possui atividade de TGF-B3 formulada na presenca de

um agucar selecionado do grupo que compreende maltose, manose, sacaro-
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se e glicose. E preferido que o agucar compreenda maltose.

As composicdes adequadas para uso de acordo com qualquer
um dos aspectos anteriores da invengao podem compreender agentes ativos
formulados na presencga de um agucar, tal como, maltose em uma concen-
tragdo entre 0,1 M e 0,4 M do agucar. Mais preferivelmente, as formulagoes
adequadas podem compreender os agentes ativos formulados na presenca
de 0,25M de agucar.

As composi¢bes que compreende agentes ativos de acordo com
a invengdo podem tomar inimeras formas diferentes dependendo, em parti-

cular, da maneira na qual estas serdo usadas. Desta maneira, por exemplo,

“estas podem estar na forma de um liquido, pomada, creme, gel, hidrogel, pé

ou aerossol. Todas tais composicdes sdo adequadas para aplicagéo topica a
um epitélio danificado, que é um meio preferido de administrar agentes de
acordo com a invengdo em um individuo (pessoa ou animal) necessitado de
tratamento.

- Em uma modalidade preferida, as formulacdes terapéuticas dos-
agentes da invengdo adequadas para administragdo parenteral localizada
(por exemplo, intradérmica e subcutanea) podem ser preparadas ao misturar
o agente (que possui o grau desejado de pureza) com transportadores fisio-
logicamente aceitaveis opcionais, excipientes ou estabilizantes na forma de
formulagdes em pod liofilizados e nao-liofilizados para réconstituigéb, solu-
cbes ndo-aquosas e aquosas, dispersdes/suspensdes néo-aquosas e aquo-
sas inclusive emulsdes e formulagbes semi-sélidas. Os transportadores acei-
taveis, inclusive excipientes, sdo nao-toxicos a receptores nas dosagens e
concentragdes empregadas, e incluem, porém sem carater limitativo, tam-
poes tais como fosfatos, citratos, e outros &cidos orgénicos; antioxidantes
inclusive acido ascoérbico e metionina; modificadorés de tonicidade, tais co-
mo, cloreto de sédio, glicose, glicerol, e similares; conservantes tais como,
cloreto de octadecildimetilbenzil amdnio; cloreto de hexametdnio; cloreto de
benazalcnio, cloreto de benzetdnio; fenol, butila ou alcool benzilico; alquil
parabenos, tais como metila/ou propila e/ou butil parabenos; catecol; resor-

cinol; cicloexanol; 3-pentanol; e m-cresol; polipeptideos de baixo peso mole-
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cular (menor que cerca de 10 residuos); proteinas, tais como albumina do
soro, gelatina, ou imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tal como, polivinil-

pirrolidona; aminoéacidos tais como, glicina, glutamina, asparagina, histidina,

arginina, ou lisina; monossacarideos, dissacarideos, e outros carboidratos

inclusive glicose, manose, ou'dextrinas; agentes quelantes, tal como, EDTA,

outros agticares, tais como, sacarose, manitol, maltose, trealose ou sorbitol;

contraions formadores de sal, tal como, sédio; complexos de metal (por e-

xemplo, complexos de proteina-Zn); tensoativos aninicos, tais como, sa-

bdes de acido graxo, sulfatos de acila, ou sulfossuccinatos de acila; tensoa-

tivos catiénicos, tais como, alquilaminas primarias, secundarias, terciarias, .
ou quaternérias; tensoativos ndo-iénicos, por exemplo, ésteres de sorbitanov
ou ésteres polietoxilados de acidos de acila, copolimeros de oxido de polieti-

leno e 6xido de polipropileno.

Um exemplo de formulagdo farmacéutica de uma solugéo estéril
para administracdo parenteral localizada da presente invengdo, além dos
agentes ativos, podem incluir opcional ou adicionalmente os seguintes:

0,01 Ma 0,1 M de tampao fosfato, e

Cloreto de sodio até 0,9% p/v (para atingir a iso-tonicidade com
sangue, 290-300 mOsm/L))

1 a 10% p/v % de maltose (embora outro aglicar possa ser usa-
do na alternaﬁva), e

0,1 mg/ml de monooleato de polioxietileno sorbitano (Tween(TM)
80).

Sera avaliado pelo versado na técnica que uma massa em pd
liofilizada (secada por congelamento) pode ser preparada baseada na solu-
¢éo acima.

As modalidades preferidas da inven¢do podem ser apreSentadas
na forma de um frasco, uma ampola, ou uma seringa pré-carregada tanto
com; uma solugéo estéril; um po liofilizado estéril (seco por congelamento)
adequado para reconstituicio; uma suspenséo estéril ou qualquer outra for-

ma farmaceuticamente aceitavel de apresentacdo adequada para entrega de

farmaco parenteral localizada.
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Em uma modalidade preferida adicional da invengéo, formula-
cdes terapéuticas dos agentes da invengao adequadas para administragao
topica podem ser preparadas ao misturar a substancia que possui o grau
desejado de pureza com transportadores, excipientes ou estabilizantes fisio-
logicamente aceitaveis opcionais na forma de formulagdes em po liofilizadas
ou ndo-liofilizadas, solugdes ndo-aquosas ou aquosas, disper-
sbes/suspensdes ndo-aquosas ou aquosas, inclusive emulstes e formula-
cbes semi-sdlidas. Os transportadores aceitaveis, inclusive excipientes, séo'
nao-tdxicos a receptores nas dosagens e concentragdes empregadas, e in-
cluem, porém sem carater limitativo, agua purificada, salina, salina tampona-
da com fosfato (PBS), solu¢édo de Ringer, solugéo de lactato de Ringer, solu-
¢bes de dextrose, solugdo de dextrose/salina, solugbes hidroalcodlicas, gli-
cose, sacarose, dextrano, manose, manitol, maltose, sorbitol, polietileno gli-
col (PEG), propileno glicol (PG), fosfatos, acetatos, gelatina, coldgenos, Car-
bopol 934° (BF Goodrich Corp.), Sleos vegetais e sintéticos e ceras, tensoa-
tivos anidnicos, tais como, sabdes de acido graxo, sulfatos de acila, ou sul-
fosuccinatos de acila; tensoativos catiénicos, tais como, alquilaminas prima-
rias, secundarias, terciarias ou quaternarias; tensoativos n&o-iénicos, por
exemplo, ésteres de sorbitano ou ésteres polietoxilados de acidos de acila,
copolimeros de éxido de polietileno e 6xido de polipropileno, e similares. -
Uma pessoa pode incluir adicionalmente agentes conSeNantes, estabilizan-
tes, antioxidantes, antimicrobianos e de tamponamento adequados, por e-
xemplo, metila e/ou propila e/ou butilparabenos, hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), acido citrico, acido ascérbico e, similares. As
bases de emulsdo, creme ou pomada Uteis na formulag@o pode incluir cre- -
mes e emulsdes de base aquosa (6leo-em-agua), cremes e emulsdes a ba-
se de 6leo (dgua-em-6leo), pomadas (hidrocarboneto emulsificante e nao- |
emulsificante), géis, hidrogéis, e similares. Outras formulagbes para entrega
tépica podem incluir aerosséis, bandagens, e outros curativos para ferida.
Alternativamente, uma pessoa pode incorporar ou encapsular o composto
terapéutico da invengdo em uma matriz ou membrana polimérica adequada,

proporcionando, desta maneira, um dispositivo de entrega de liberagao cons-
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tante adequado para posicionamento, ou implantagdo préximo ao local que
sera tratado. ,

Um exemplo de formulagédo farmacéutica de uma formulégéo de
hidrogel semi-sélido para administragédo topica .da presente invencéo, além
do(s) ingredienté(s) ativo(s), pode incluir os seguintes: |

0,1% p/v a 2,0% p/v de hidroxicelulose, e

0,1% p/v a 1,0% p/v de Carbopol 934® (BF Goodrich Corp.), e

10 a 20% p/v de propileno glicol, e

| 0,005% p/v a 0,020% p/v de 'metilpérabeno, e 0,005% p/v a
0,020% p/v de propilparébeno, e _

Hidréxido de sédio ou acido cloridrico g.s. ad pH 4 - 10

Agua purificada, q.s. ad 100% p/v A

As composi¢cdes adequadas para aplicagdo topica de acordo .
com a invengdo (inclusive aquelas composi¢des onde os agentes ativos de
acordo com a invengdo séo formulados na presenga de maltose) podem ser
apresentadas 'na forma de uma garrafa, a jarra, um tubo, um pulverizador,
tanto de; uma solugédo estéril; um po estéril liofilizado (seco por congelamen-
to) ‘ou nao-liofilizado para reconstituigao, uma disperséo/suépenséo estéril,
um semi-sélido estéril, ou qualquer outra forma farmaceuticamente aceitavel
de apresentagdo adequada para entrega de tépica de farmaco. ,

Os agentes de acordo com a invengdo podem ser proporciona-
dos sobre um curativo ou adesivo estéril, que podem ser usados para cobrir
um sitio de dano epitelial que sera tratado.

Sera avaliado que o veiculo da composicdo que compreende
agentes de acordo com a invengéo deve ser um que seja bem tolerado pelo
paciente e permita a liberagdo do agente no sitio de dano epitelial. Tal veicu-
lo é, de preferéncia biocompativel, biodegradavel, biorreabsorvivel e/ou ndo-
inflamatério. '

As composi¢des que compreendem agentes de acordo com a
invencdo podem ser usadas de numerosas maneiras. Desta maneira, por
exemplo, uma composi¢do pode ser aplicada em e/ou em torno de um sitio

de dano epitelial para regular a regeneracgéo epitelial. Se a composigao for
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aplicada em um sitio “existente” de dano epitelial, entdo o veiculo farmaceu-
ticamente aceitavel serd um que é relativamente “suave”, ou seja, um veicu-
lo que é biocompativel, biodegradavel, biorreabsorvivel e ndo-inflamatério.

Um agente de acordo com a invengéo, ou um acido nucléico que
codifica tal agente, pode ser incorporado dentro de um dispositivo de libera-
¢ao lenta ou atrasada. Tais dispositivos podem ser, por exemplo, colocados
ou inseridos sob a pele e o agente ou acido nucléico pode ser liberado du-
rante dias, semanas ou ainda meses. Tal dispositivo pode ser particularmen-:
te Util para pacientes que requerem promogdo em longo prazo de regenera-
céo epitelial. Os dispositivos podem ser particularmente vantajosos quando
usados para a administragdo de um agente ou &cido nucléico que poderia
requerer normalmente administragédo freqliente (por exemplo, pelo menos
administragao diaria por outras rotas). _

As doses diarias de um agente de acordo com a invengdo po-
dem ser dadas como uma unica administragdo (por exemplo, uma aplicagao
diaria de uma formulacgéo tépica ou uma inje¢éo diaria). Alternativamente, o
agente de acordo com a invengdo pode requerer administragao duas vezes
ou mais vezes durante um dia. Em uma modalidade alternativa, um disposi-
tivo de liberagao lenta pode ser usado para proporcionar doses 6timas de
um agente de acordo com a invengdo em um paciente sem a necessidade
de administrar doses repetidas. |

Em uma modalidade, um veiculo farmacéutico para administra-
cdo de um agente de acordo com a invengéo pode ser um liquido e uma

composigdo farmacéutica adequada poderia estar na forma de uma solugao.

Em outra modalidade, o veiculo farmaceuticamente aceitavel é um solido e

uma composicdo adequada esta na forma de um pé ou comprimido. Em uma

‘modalidade adicional, o agente de acordo com a inven¢édo pode ser formula- -

do como uma parte de um adesivo transdérmico farmaceuticamente aceita-

vel.
~ Um veiculo sdlido pode incluir uma ou mais substancias que
também podem atuar como agentes aromatizantes, lubrificantes, solubilizan-

tes, agentes de suspensdo, cargas, fluidificantes, auxiliares de cdmpresséo,
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aglutinantes ou agentes desintegrantes de.comprimido; este também pode
ser um material de encapsUIamento. Em pds, o veiculo é um sélido finamen-
te dividido que é misturado com o agente finamente dividido de acordo com
a invengao. Em comprimidos, o agente de acordo com a invengdo € mistura-
do com um veiculo que possUi as propriedades de compressao necessarias
em proporgbes adequadas e compactado no formato e tamanho desejado.
Os p6s e comprimidos contém, de preferéncia, até 99% do agente de acordo
com a invengéo. Os veiculos solidos adequados incluem, por exemplo, fosfa-
to de célcio, estearato de magnésio, taico, 'aguca‘res, lactose, dextrina, ami-
do, gelatina, celulose, polivinilpirrolidina, ceras de baixa fuséo e resinas de .
troca idnica. v

Os veiculos liquidos podem ser usados para preparar solugoes,
suspensdes, emulsdes, xaropes, elixires e composigoes pressurizadas. O
agente de acordo com a invengdo pode ser dissolvido ou suspenso em um
veiculo liquido farmaceuticamente aceitavel tal como agua, um solvente or-
ganico, uma mistura tanto de éleos como gorduras farmaceuticamente acei-
taveis. O veiculo liquido pode conter outros aditivos farmacéuticos adequa-
dos tais como, solubilizantes, emulsificantes, tampdes, conservantes, ado-
cantes, agentes aromatizantes, agentes de suspensao, agentes espessan-
tes, corantes, reguladores de viscosidade, estabilizantes ou osmorregulado-
res. Exemplos adequados de veiculos liquidos para administragao oral e pa-
renteral incluem agua (que contém parcialmente aditivos como acima, por
exemplo, derivados de celulose, de preferéncia, solugdo de celulose de car-
boximetil de sédio), alcoois (inclusive alcoois monoidricos e &lcoois poliidri-
cos, por exemplo, glicéis) e seus derivados, e dleos (por exemplo, éleo de
Coco fracionado e 6leo de amendoim). Para administragdo parenteral, o vei-
culo também pode ser um éster oleoso tal como oleato de etila e miristato de
isopropila. Os veiculos liquidos estéreis s&o Uteis em composicoes em forma
liquida estéril para administragdo parenteral. O veiculo liquido para composi-
¢bes pressurizadas pode ser um hidrocarboneto halogenado ou outro prope-
lente farmaceuticamente aceitavel.

As composi¢des farmacéuticas liquidas séo solugdes estéreis ou
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suspensdes que podem ser utilizadas, por exemplo, por inje¢éo intramuscu-
lar, intratecal, epidural, intraperitoneal, intradérmica ou subcutanea. As solu-
coes estéreis também podem ser administradas de forma intravenosa e topi-
ca por pulverizacdo de aerossol ou aplicagdo sob um curativo oclusivo ou
semi-oclusivo. O agente de acordo com a inven¢do pode ser preparado co-
mo uma composicao solida estéril, por exemplo, por secagem por congela-
mento ou liofilizagdo que pode ser dissolvida ou suspensa no momento da
administracdo utilizando agua estéril, salina, ou outro meio injetavel estéril
apropriado. Os veiculos séo projetados para incluir aglutinantes inertes', a-
gentes de suspensao, lubrificantes, aromatizantes, adogantes, conservantes,
corantes e coberturas.

Na situacdo onde se deseja administrar um agente de acordo
com a invengéo por meio de ingestdo oral, serd avaliado que o agente sele-
cionado sera, de preferéncia, um agente que possui um grau elevado de re-
sisténcia a degradacdo. Por exemplo, o agente de acordo com a invengao
ndo pode ser, de preferéncia, um peptideo, ou pode n&o possuir componen-
tes peptidicos.

As composicdes de agentes de acordo com a invengao sdo ade-
quadas para serem usadas para reduzir ou controlar dano ao epitélio corne-
ano (células situadas sobre as células estromais da cdrnea). Tal dano pode
resultar de trauma no olho que surge como um resultado de lesao acidental
(como considerado acima) ou como um resultado de operagdes cirdrgicas
(por exemplo, cirurgia a laser sobre a cérnea). Neste caso a composicao ou
medicamento de acordo com a invengdo pode estar na forma de um colirio.
Embora as composicdes possam ser usadas na cornea, os inventores acre-

ditam que os métodos da invengdo podem ser usados, de preferéncia, em

tecidos, tal como, a pele ou escalpo, sem células estromais.

Os agentes de acordo com a invengao podem ser usados em
uma faixa de sitios “internos” de dano epitelial (ou seja, aqueles sitios de
dano epitelial ocorrente dentro do corpo, em vez de uma superficie externa).
Desta maneira, por exemplo, os medicamentos que compreendem agentes

de acordo com a invengdo podem ser formulados para inalagéo para uso em
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sitios de dano epitelial que surge nos pulmdes ou outros epitélios respiratd-
rios. | |

Os procedimentos conhecidos, tais como aqueles convencio-
nalmente empregados pela industria farmacéuti¢a (por exemplo, experimen-
tacdo in vivo, exames clinicds, etc.), podem ser usados para estabelecer
formulagdes especificas de co_mposigées que compreendem agentes de a-
cordo com a invengao e regimes terapéuticos precisos para administragéo
de tais composi¢ées (tais como, doses didrias do agente ativo e a frequéncia
de administragéo). - ,

Geralmente, as composicdes que compreendem agentes de a- .
cordo com a invencéo deveriam ser formuladas de modo que quando admi-
nistradas em um sitio de dano epitelial uma concentragdo de um agente en-
tre 0,01 nM e 10 mM por cm? ou cm linear seja atingida no sitio. De prefe-
réncia, as composigdes que compreendefn agentes de acordo com a inven-
¢ao deveriam ser formuladas de modo que quando administradas em um
sitio de dano epitelial uma concentragdo do agente entre 0,1 nM e 1 mM por
cm? ou cm linear seja atingida no sitio. Mais preferivelmente, as composi-
¢bes que compreende agentes de acordo com a invengdo deveriam ser for-
muladas de modo que quando administradas em um sitio de dano epitelial
uma concentracdo do agente entre 0,1 nM e 400 uM por cm? ou cm linear
seja atingida no sitio.

Simplesmente a guisa de exemplo uma solugéo injetavel que
contém entre 50ng/100ul e 500ng/100ul de um agente de acordo com a in-
vencdo (tal como TGF-B3) € adequada para aplicagdo em um sitio de dano
epidérmico de espessura parcial.
| Uma dose diaria adequada de um agente de acordo com a in-

vengao capaz de promover regeneragéo epitelial depende dos fatores discu-

" tidos acima bem como do tamanho do sitio de dano epitelial que sera trata-

do. Tipicamente a quantidade de um agente de acordo com a invengao re-
querida para o tratamento de sitio de dano epitelial estara dentro da faixa de
0,01nM a 10mM do agente por cm? ou cm linear por 24 horas, dependendo
da area do sitio de dano epitelial entre diversos outros fétores.
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Os agentes de acordo com a invengdo podem ser usados para
promover regeneragao epitelial como uma monoterapia (ou seja, uso do a-
gente separadamente). Alternativamente os usos, métodos ou medicamen-
tos da invencdo podem ser usados em combinagdo com outros compostos
ou tratamentos capazes de promover regeneragéo epitelial. Por exemplo, os
usos, métodos ou medicamentos da invengdo podem ser usados em combi-
nacdo com curativos (que podem incluir gazes, membranas de compdsito
sintético e/ou peliculas transparentes, sendo que qualquer um destes pode
ser opcionalmente impregnado com agentes anti-infectivos, alginatos, hidro-
coléides ou mel), pele artificial (tal como pele artificial gerada da prépria epi-
derme de um individuo, ou equivalentes comercialmente disponiveis) ou
pomadas (tais como aquelas que compreendem compostos antiinfeé:tivos a
base de prata). Dois exemplos de peles comercialmente disponiveis ade-
quadas para uso em combinagdo com 0s métodos, usos ou medicamentos |
da invencao estdo disponiveis sob os nomes Apligraf (Graftskin) e Derma-
graft.

Os usos, métodos ou medicamentos da invengdo também sdo
adequados para uso em combinag&o com outras te'rapias convencionais ou
do desenvolvimento. Os seguintes paragrafos contemplam exemplos de tais
terapias, e fazem referéncia as indicagdes onde o uso de terapias de combi-
nacao pode ser preferido. | |

Quando se promove regeneragao epitelial no contexto de cura
de ferida (e particularmente a cura de queimaduras e Ulceras de pele) pode
ser preferido combinar os usos, métodos ou medicamentos da invengéo com
agentes de desbridamento. Exemplos adequados de tais agentes podem
incluir agentes enzimaticos tais como colagenase (Smith & Nephew), agen-
tes quimicos, agentes cirirgicos/mecéanicos ou agentes bioldgicos, por e-
xemplo, larvoterapia. _

Alternativa ou adicionalmente, quando se promove regeneragao
epitelial em cura de feridas pode ser preferido combinar os usos, métodos ou
medicamentos da inveng¢é@o com peptideos liticos tais como, citoporinas. Es-

tes peptideos podem se incorporar em membranas celulares biolégicas cau-
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sando, desse modo, a lise das células. Um exemplo de uma citoporina ade-
quada para uso em terapia de combinagédo € HB-107 (produzida por Helix

BioMedix, Inc.).
A regeneragdo epitelial em cura de feridas (particularmente de

diabéticos), epidermdlise bolhosa e doengas oculares (inclusive cura de feri-

da corneana) pode ser promovida pelo uso de timosina beta-4 em combina-
¢do com usos, métodos e medicamentos da invengdo. Uma forma recombi-
nante de timosina beta-4 adequada para tal uso é produzida por RegeneRx
Biopharmaceuticals Inc. | _

Outro agente adequado para uso em terapia de combinagao
com os usos, métodos ou medicamentos da invengéo para a promogéo de
regeneragao epitelial associada com cura de feridas e disturbios da pele tais
como Ulceras é Pimilprost. Este composto é um andlogo estavel de Prosta-
glandina Il, e possui atividade biolégica tanto como um inibidor de agregagdo
de plaquetas como um vasodilatador. Pimilprost adequado para uso em
combinagdo com os usos, métodos e medicamentos reivindicados pode ser
obtido junto a Sumitomo Pharmaceuticals Co. Ltd.

A regeneragdo epitelial na cavidade oral, por exemplo, no trata-
mento de feridas ou Ulceras na boca, pode ser promovida pela combinagao
de usos, métodos e medicamentos da invengdo com inibidores de degranu- -
lacdo de mastécitos tal como amlexanox (comercialmente disponivel junto a
Access Pharmaceuticals, Inc.).

A regeneragdo de epitélios danificados em cura de feridas ou
como um resultado de complicagGes diabéticas também pode ser promovida
pela combinagdo de usos, métodos e medicamentos de acordo com a pre-
sente invencdo com proteina-70 (HSP-70) de choque térmico o indutores de
profeina de choque térmico, Bimoclomal, produzida por Biorex Research and
Development Co., representa um exemplo preferido de um indutor de HSP
adequado em tal terapia de combinagao. |

Para promover a regeneragdo epitelial em tecidos, tal como, a
mucosa do estdbmago (por exemplo, no caso de reepitelializagao para pro-

mover a cura de Ulceras do estdmago), a epiderme, e epitélio corneano pode
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ser preferido combinar os usos, métodos e medicamentos da presente in-
vencdo com andlogos de melanostatina capazes de acelerar a regeneragao
do tecido. Um exemplo de um andlogo adequado deste tipo € Alaptid, que
esta comercialmente disponivel junto a VUFB.

Outro agente que pode ser vantajosamente usado em combina-
cdo com os usos, métodos e medicamentos da invengao é a enzima hepatri-
nase Ill. Tais combinagdes podem ser preferivelmente usadas para promo-
ver a regeneracio epitelial associada com cura de feridas e o tratamento de
llceras externas (particularmente Ulceras diabéticas). Uma forma adequada
de heparinase lll para uso em tais combinagdes é produzida por IBEX Tech-
nologies, Inc. sob a designac¢éo IBT-9302. ‘

Os usos, métodos e medicamentos da invengé@o podem ser adi-
cional ou alternativamente usados em combinagdo com o pipetidomimético
da trombina sintético Chrysalin produzido por Chrysalis BioTechnology, Inc.
Tais combinagdes podem ser preferidas para a promogédo de regeneragao -
epitelial associada com cura de feridas e Ulceras diabéticas, particularmente
dlceras do pé diabético. |

A promogdo de regeneracdo epitelial em sitios de dano por
queimadura pode ser efetuada pelos usos, métodos ou medicamentos da
invengdo em combinagdo com PV-707, fabricado por GroPep Ltd. PV-707 é
um ago_nista do fator de crescimento de peptideo. |

A promocdo de regeneragdo epitelial em feridas, e particular- |
mente queimaduras, pode ser promovida pelo uso de sulfato de deidroepi-
androsterona sintética (DHEAS) em combinagdo com 0s usos, metodos e
medicamentos da inveng¢do. Uma forma de DHEAS sintética adequada para
tal uso é fabricada por Pharmadigm Inc. sob o nome PB-005.

A regeneracdo epitelial no tratamento de doenga dermatolégica |
e cura de feridas pode ser promovida pelos usos, métodos ou medicamentos
da invengdo em combinagdo com lactoferrina recombinante. Uma forma a-
dequada de lactoferrina recombinante. humana é fabricada por Agennix Inc.

Outra terapia de combinagao adequada para a promogao de re-

generagao epitelial associada com a resposta de cura de feridas consiste na
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combinag¢do dos usos, métodos ou medicamentos da invengdo com o forne-
cimento de desoxirribonucleosideos livres. Uma fonte adequada de tais de-
soxirribonucleosideos é fornecida por PN-105, que compreende uma‘mistura
de equiponderagdo destas moléculas em uma base de gel e é fabricada por A
Wellstat Therapeutics Corp. |

Ha uma faixa de métodos e composi¢bes projetada para aperfei-
coar ou aumentar a regeneracgéo epitelial que utiliza fatores de crescimento
em vez de TGF-Bs. Sera avaliado que os usos, métodos ou medicamentos
da invencdo também podem ser usados em. combinagdo com estes trata-
mentos existentes. Os seguintes paragrafos proporcionam uma orie_ntagéo_
adicional de como a presente invengdo pode ser usada em combinagao com
outros tratamentos baseados em fator de crescimento. Os usos, métodos €
medicamentos da inveng¢éo podem ser usados em combinagdo com elemen-
tos da familia de fator de crescimento de fibroblasto (FGF). Por exemplo, a
presente invengdo pode ser usada em combinagdo com FGF (FGF-2) basi-
co. Esta combinagdo dos usos, métodos ou medicamentos da invengao com
FGF-2 pode ser particularmente preferida na promogéo de regeneragao epi-
telial apds dano de ferida. Exemplos de sitios de ferida que podem tirar pro-
veito de tal combinacdo incluem queimaduras, sitios doadores de enxerto, e
feridas cronicas, tais como, Ulceras (inclusive ulceras que nao cicatrizam,
tais como, ulceras diabéticas ou decubitos). O FGF-2 pode ser, preferéncia,
FGF-2 (fFGF-2) recombinante e mais preferivelmente, FGF-2 (rhFGF-2) hu-
mano recombinante. Um exemplo adequado de rFGF-2 adequado para uso
de acordo com esta modalidade da invengdo é aquele produzido por Scios
Inc. ou Chiron.
| Outro elemento da familia de fator de crescimento de fibroblasto
que pode ser uéado em combinagdo com os usos, métodos e medicamentos
da invengdo para promover a regeneracgdo epitelial € FGF-10 (também co-
nhecido como fator-2 de crescimento de queratinécito ou KGF-2) para 'pro-
mover a regeneragdo de epitélios danificados como um resultado de feridas,
complicacdes do processo de cura dérmica (tais como, ulceras de pele), do-

encas, tais como, mucosite oral ou colite ulcerativo, ou dano epitelial gastro-
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intestinal tal como aquele que ocorre em doenga de Crohn. Uma forma ade-
quada de FGF-10 adequado para uso em combinagdo com 0s usos, méto-
dos ou medicamentos da invengédo é produzida pbr Human Genome Scien-
ces, Inc. sob o nome Repifermin.

Os usos, métodos e medicamentos da invengdo também podem
ser usados em combinagdo com elementos da fam_ilia do fator de crescimen-
to derivado de plaqueta (PDGF). Por exemplo, a combinagédo dos usos, mé-
todos ou medicamentos da invengdo com PDGF-B pode ser de uso na pro-'
mog&o de regeneracio epitelial em cura de feridas, e particularmente a cura
de feridas por queimadura ou ulceras do pé diabético. Em uma modalidade
preferida de tais combinagdes o PDGF-B que sera usado pode ser, de prefe-
réncia, entregue por meio de um vetor adenoviral. Selective Genetics, Inc.
produz um exemplo adequado de tal vetor adenoviral sob o nome AdPDGF-
B/GAM.

Outra combinagdo adequada utiliza os usos, métodos ou medi-
camentos da invengdo em combinagdo com PDGF-BB. Um exemplo de
PDGF-BB que pode ser usado em tal combinagéo esta comercialmente dis-
ponivel sob 0 nome Regranex. |

A combinacgéo dos usos, métodos ou medicamentos da invengao
com inibidores de citocina também pode ser usada para promover a regene-
ragdo epitelial. Tais com'binagées podem ser usadas, por exemplo, na pro-
mogdo de regeneragdo epitelial em resposta a leséo, ou para tratar dano
epitelial ocorrente como um resultado de doengas, tal como, doenga do in-
testino irritavel (IBD) ou doenga de Crohn. Um exemplo adequado de tal ini-
bidor é Semapimod (CNI- 1493) um inibidor de MPK guanilidrazona sintético
produzido por Picower Institute para Pesquisa Médica.

Os agentes de acordo com a invengdo podem ser alternativa ou -
adicionalmente proporcionados em combinagado com compostos capazes de
inibir a atividade da protease. Os inibidores da protease podem ser selecio-
nados na base de um amplo espectro de atividade inibidora, ou. para a capa-
cidade de inibir seletivamente proteases (ou familias de protease) presentes

em sitios de dano epitelial. As proteases que serao inibidas podem incluir
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elastase de neutrdfilo, metaloproteinases da matriz, ativadores de plasmino-
génio (por exemplo, ativador de plasminogénio uroquinase ou ativador de
plasminogénio de tecido), plasmina, catepsinas, furina, e elementos da fami-
lia “uma desihtegrina e uma metaloproteinase” tal como ADAM ou ADAM-

'TS. Os inibidores da proteasé adequados podem incluir peptideo, proteina,

ou inibidores de molécula pequena. _

Seré avaliado que TGF-B°, seus fragmentos, derivados e varian-
tes, bem como agentes capazes de aumentar a atividade biolégica de TGF-
[33 podem representar agentes favoraveis que serdo administrados por técni-
cas que envolvem expressdo celular de seqliéncias de acido nucléico que
codificam tais moléculas. Tais métodos de expressdo celular sédo particular-
mente adequados para uso médico com os efeitos terapéuticos dos polipep-
tideos, derivados e analogos séo requeridos durante um periodo prolongado,
por exemplo, em contextos onde se deseja aumentar, durante um pén’odo de
tempo, uma resposta de outra forma imperfeita.

Muitos métodos conhecidos de administrar agentes de acordo
com a inven¢do em um tecido epitelial danificado relativo possuem a des-
vantagem que pode ser dificil de atingir niveis constantes do agente no sitio
de dano epitelial durante poucos dias, pois muitos agentes adequados po-
dem possuir meias-vidas curtas in vivo. As meias-vidas dos agentes podem
ser curtas devido a numerosas razées que incluem:

(i) Degradagéo por proteases e similares.

(i) Depuragdo por proteinas de ligagao.

(iii) Ligagdo e inibicdo de atividade de agente por moléculas de
matriz extracelular, tais como, decorina e fibronectina.

Ademais, 0s agentes usados para tratar sitios de cura de dano
epitelial precisam ser administrados em um veiculo adequado e sdo geral-
mente proporcionados como uma composicdo que compreende o agente
ativo e o veiculo. Como discutido adicionalmente abaixo, tais veiculos s&o,
de preferéncia, nao-inflamatdrios, biocompativeis, biorreabsorviveis e nao
devem degradar ou inativar o agente (em armazenamento ou em uso). En-

tretanto, pode ser geraimente dificil proporcionar um veiculo satisfatério para
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entrega de agentes em um tecido que sera tratado.

Uma maneira conveniente em que estes problemas podem ser
prevenidos ou mitigados € proporcionar uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um agente de acordo com a invengdo em um sitio de dano epitelial
por meio de terapia genética. o

De acordo com um quinto aspecto da presente invencao propor-
ciona-se um sistema de entrega para uso em uma técnica de terapia genéti-
ca, sendo que o sistema de entrega Compreende uma molécula de DNA que
codifica um agente de acordo com a invengdo, sendo que a dita molécula de
DNA é capaz de ser transcrita para resultar na expressao do a‘gente selecio-
nado.

De acordo com um sexto aspecto da presente invengao propor-
ciona-se o uso de um sistema de entrega conforme definido no paragrafo
anterior para uso na fabricagdo de um medicamento para uso na promogao
de regeneragao epitelial.

De acordo com um sétimo aspecto da presente invengéo pro-
porciona-se um método para promover a regeneragéo epitelial, sendo que o
método compreende administrar em um paciente, necessitado de tratamen-
to, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um sistema de entrega con-
forme definido no quinto aspecto da invengao.

Devido a degeneragdo do cédigo genético, € claro qué as se-
quéncias de acido nucléico que Codificam agentes adequados para uso de |
acordo com a invencdo podem ser variadas ou alteradas sem afetar subs-
tancialmente a sequéncia do produto codificado pelas mesmas, para propor-
cionar uma variante funcional destas. Conforme observado acima, um agen-
te adequado para uso de acordo com a invengdo deve manter a atividade de
promogao de epitelial de TGF-Ba.

As variantes codificadoras de nucleotideos de TGF-B3 incluem
aquelas que possuem uma seqiiéncia alterada pela substituicdo de cddons
diferentes que codificam o mesmo aminoacido dentro da sequéncia, desta
maneira, produzindo uma alteracdo silenciosa. Outras variantes adequadas

sdo aquelas que possuem seqiiéncias de nucleotideo homdlogas, porém
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que compreende todas, ou partes de, seqiiéncias que sé&o alteradas pela
substituicdo de codons diferentes que codificam um aminoacido com uma
cadeia lateral de propriédades biofisicas similares ao aminoacido que estas
substituem, para produzir uma alteragdo conservadora. Por exemplo, pe-
quenos aminoacidos hidrofébicos nao-polares incluem glicina, alanina, leuci-
na, isoleucina, valina, prolina e metionina. Grandes aminodacidos hidrofébicos
nao-polares incluem fenilalanina, triptofano e tirosina. Os aminoacidos neu-
tros polares incluem serina, treonina, cisteina, asparagina e glutamina. Os
amino&cidos positivamente carregados (bésicos)}incluem lisina, arginina e
histidina. Os aminoacidos negativamente carregados (acidicos) incluem &ci-
do aspértico e 4cido glutamico. | |

Os sistemas de entrega de acordo com a invengdo sao altamen-
te adequados para atingir niveis constantes de um agente de acordo com a
invencdo em um sitio de dano epitelial durante um periodo mais Ibngo'de
tempo do que é possivel com a maioria dos sistemas de entrega convencio-
nais. Os agentes de acordo com a invengéo adequados' para promover a
regeneragao epitelial podem ser continuamente expressos de células no sitio
de dano epitelial que foi transformado com a molécula de DNA descrita no
quinto aspecto da invengdo. Portanto, mesmo que o agente de acordo com a
invengdo possua uma meia-vida muito curta in vivo, a quantidade terapeuti-
camente eficaz do agente pode ser continuamente expressa a partir do teci-
do tratado.

Ademais, o sistema de entrega da invengdo pode ser usado para
proporcionar a molécula de DNA (e dessa forma, o agente de acordo com a
mvengao) sem a necessidade de utilizar ve|culos farmacéuticos, tais como,
aqueles requeridos em pomadas ou cremes que sdo colocados em contato
com o sitio de dano epitelial.

O sistema de entrega da presente invengéo é tal que a molécula
de DNA é capaz de ser expressa (quando o sistema de entrega for adminis-
trado em um paciente) para produzir um agente de acordo com a invengao
que direta ou indiretamente possui atividade para promover a regeneragao

epitelial. Por “diretamente” entende-se que o produto de expressdo genetica
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per se possui a atividade requerida para promover a regeneragao epitelial.
Por “indiretamente” entende-se que o produto de expressdo genética se
submete a ou media (por exemplo, como uma enzima) pelo menos uma rea-
¢do adicional para proporcionar um agente ativo eficaz para promover a re-
generagao epitelial. | '

A molécula de DNA pode estar contida dentro de um vetor ade-
quado para formar um vetor recombinante. O vetor pode ser, por exemplo,
um plasmideo, cosmideo ou fago. Tais vetores recombinantes sdo altamente
Uteis nos sistemas de entrega da invengdo para transformar células em uma
molécula de DNA.

Os vetores recombinantes também podem incluir outros elemen-
tos funcionais. Por exemplo, os vetores recombinantes podem ser projetados
de modo que o vetor ira se replicar de forma independente no nucleo da cé-
lula. Neste caso, os elementos que induzem a replicacdo de DNA podem ser
requeridos no vetor recombinante. Alternativamente, o vetor recombinante
pode ser projetado de modo que o vetor e molécula de DNA recombinante
se integre no genoma de uma célula. Neste caso, as sequéncias de DNA
que auxiliam a integragdo almejada (por exemplo, por recombinagdo homé-
loga) sdo desejadas. Os vetores recombinantes também podem possuir
DNA que codifica genes que podem ser usados como marcadores selecio-
naveis no processo de clbnagem. |

O vetor recombinante também pode compreender adicionalmen-
te um promotor ou regulador para controlar a expressao do gene, como re-
querido. o
A molécula de DNA pode (porém, nao necessariamente) ser-

uma que se incorpora no DNA de células do individuo que sera tratado. As

células ndo-diferenciadas podem ser transformadas de forma estavel resul-

tando na producdo de células-filhas geneticamente modificadas. Quando
este for o caso, a regulacdo da expressao no individuo pode ser requerida,
por exemplo, com fatores de transcricdo especificos, ativadores genéticos ou
mais preferiveimente com promotores induziveis que transcrevem o gene em

resposta a um sinal especificamente encontrado em um sitio de dano epiteli-
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al. Alternativamente, o sistema de entrega pode ser projetado para auxiliar a
transformacdo instavel ou transitoria de células diferenciadas no individuo
que sera tratado. Neste caso, a regulagdo de express@o pode ser menos
importante, pois a expressdo da molécula de DNA ira parar quando as célu-
las transformadaé morrerem ou pararem de expressar a proteina (idealmen-
te quando o sitio de dano epitelial for regenerado de forma eficaz).

O sistema de entrega pode fornecer a molécula de DNA a um
individuo sem que esta seja incorporada em um vetor. Por exemplo, a molé-
cula de DNA pode ser incorporada dentro de um lipossoma ou particula de
virus. Alternativamente, a molécula de “nua” pode ser inserida na célula de .
um individuo através de um meio adequado, por exemplo, absor¢éo endoci-
tética direta.

A molécula de DNA pode ser transferida para as células de um
individuo que sera tratado por transfec¢do, infecgdo, microinje¢ao, fusdo ce-
lular, fusdo de protoplasto ou borhbardeio balistico. Por exemplo, a transfe-
réncia pode ser por transfeccao balistica com partl’culas de ouro cobertas,
lipossomas que contém a molécula de DNA, vetores virais (por exemplo,
adenovirus) e meio para proporcionar absorgdo de DNA direta (por exemplo,
endocitose) por aplicagdo de DNA do plasmideo diretamente em um sitio de
dano epitelial de forma tdpica ou por injegéo. | ,

O agente de acordo com a invengdo expresso a partir da mole-
cula de DNA pode ser um que regula direta ou indiretamente a expressao
e/ou atividade de TGF-PBas, promovendo desta forma a regeneragéo epitelial.

Os métodos da invengdo podem ser colocados em pratica ao
induzir a expressdo celular aumentada de um agente de acordo com a in-
vencdo, podendo entdo promover a regeneragao epitelial. Tal expressao te-
rapéutica de um agente de acordo com a invencado pode ser obtida ao au-
mentar a eXpresséo naturalmente ocorrente do agente (por exemplo, a ex-
pressdo natural de um agente naturalmente ocorrente tal como TGF-B3, ou
ao induzir expressdo nao-natural do agente (por exemplo, indugdo de TGF-
Bs por células que ndo expressam TGF-f3) ou induzir a superexpressao do

agente.



10

15

20

25

30

41

A expressdo celular do agente de acordo com a invengdo, seja
expressao natural ou ndo-natural, pode ser por celulas epiteliais, que podem
ser células epiteliais existentes ao redor da area danificada, ou podem ser
alternativamente células epiteliais terapeuticamente introduzidas na area
danificada (por exemplo, as células epiteliais endégenas e exogenas cultiva-
das). Alternativamente, a expressao celular do agente de acordo com a in-
vengao pode ser efetuada pela expressao do agente por células em proximi-
dade ou contato com o epitélio cuja regeneragdo seré promovida. Por exem-
plo, no caso onde se deseja promover a regeneracao o agente de acordo
com a invencdo pode ser expresso por células localizadas na derme subja-
cente que envolve o epitélio danificado.

Sera avaliado que as células que serdo introduzidas de forma
terapéutica para promover a regeneracgdo epitelial podem ser manipuladas
ex vivo tais como aquelas que expressam niveis aumentados de um agente
de acordo com a invengéo, e entéo introduzidas na area danificada. Confor-
me descrito acima, tais células podem ser por si s6 células epiteliais, ou po-
dem ser células que estdo situadas suficientemente préximas ao epitélio da-
nificado onde o agente expresso pelas células € capaz de promover a rege-
neracdo epitelial desejada. As células podem ser, de preferéncia, células
cultivadas ex vivo para uso na preparacio ou fabricagao de pele artificial ou
substitutos de pele. As células podem ser, mais preferivélmente, células au-
télogas, embora sera avaliado que qualquer células pode ser usada.

' Conseqlientemente, em um oitava aspecto da invengao, propor-
ciona-se um medicamento que compreende qualquer tipo celular relativo
(por exemplo, epitelial, macréfago, mondcito, fibroblasto, células-tronco ou
endoteliais) induzido para expressar um agente de acordo com a presente
invengao. ' | |

A inducdo de expressdo celular de um agente de acordo com a
invencdo pode ser efetuada por meio de sinais externos que influenciam as
células, ou por meio da incorporagdo nas células de acido nucléico causan-
do a expressdo do agente de acordo com os quarto a seis aspectos da in-

vengao.
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A presente invengdo sera adicionalmente descrita nos seguintes
Exemplos ndo-limitativos 1 e 2. O Exemplo 1 ilustra a promogéo de regene-
ragdo epitelial por TGF-B3 de feridas de pele humana de espessufa total,
enquanto 0 Exemplo 2 mostra que TGF-B3 é cépaz de promover regenera-
cao epitelial em feridas de peie humana de espessura parcial. |

Os Exemplos se refere as figuras em anexo, nos quais:

A figura 1, ilustra:

i) fotografias, tiradas nos pontos de tempo trés e sete dias apds
sofrer o ferimento, ilustrando a aparéncia macroscépica das feridas humanas
de espessura total durante a regeneracgéo epitelial; e |

ii) macréfagos dos mesmos pontos de tempo que ilustram a his-
tologia dos sitios danificados durante a regeneragéd epitelial.

A figura 1 mostra exemplos de imagens macroscépicas' e histo-
l6gicas de feridas tratadas com 50ng/100uL de TGFps, Placebo ou tratamen-
to padrdo. Os resultados sdo mostrados em 3 e 7 dias apds sofrer o ferimen-
to.

Especificamente, os painéis A e B mostram respectivamente a-
paréncia macroscopica e microscopica de feridas tratadas cbm TGF-B3 trés
dias apos sofrer o ferimento. A andlise da imagem histologica revela 54% de
reepitelializagéo.

Os painéis C e D mostram, respectivamente, a aparéncia ma-
croscopica e microscopica de feridas tratadas com placebo trés dias apds
sofrer o ferimento. A analise da imagem histolégica revela 20% de reepitelia-
lizagao. , _

Os painéis E e F mostram, respectivamente, a aparéncia ma-
croscopica e microscopica de feridas tratadas com tratamento padréo trés
dias apos sofrer o ferimento. A analise da imagem histologica revela 19% de
reepitelializagao. ’

Os painéis G e H mostram, respectivamente, a aparéncia ma-
croscopica e microscopica de feridas tratadas com TGF-B; sete dias apos
sofrer o ferimento. A andlise da imagem histoldgica revela 100% de reepite-

lializagao.
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Os painéis | e J mostram, respectivamente, a aparéncia macros-
copica e microscopica de feridas tratadas com placebo sete dias apds sofrer
o ferimento. A analise da imagem histoldgica revela 100% de reepitelializa-
cao.

Os painéis K e L mostram, respectivamente, a aparéncia ma-
croscopica e microscopica de feridas tratadas com tratamento padrao sete
dias apds sofrer o ferimento. A andlise da imagerh histological revela 100%
de reepitelializagao. _

A figura 2, ilustra a comparagéo entre a porcentagem média de
reepitelializacdo obtida em feridas tratadas com TGF-fs e nao-
tratadas/tratadas com placebo em trés dias e sete dias apos sofrer a lesao.
Os resultados mostrados sdo de reepitelializagdo de feridas tratadas com
50ng/100 uL de TGF-Bs, Placebo ou Tratamento Padrao em 3 e 7 dias apds
sofrer o ferimento. Os resultados foram produzidos por andlise de imagem
de cortes histoldgicos. * Indica um resultado significativo como avaliado por
t-teste ndo-emparelhado (p=0,05).

A figura 3, mostra fotografias que ilustram a aparéncia macros-
cépica, e dessa forma, progresso de regeneragéo'epitelia_l, em feridas de
pele de espessura parcial durante 21 dias a partir do momento que sofreu a
leséo.

Os painéis A a | mostram as feridas tratadas com placebo nos
dias 0, 1, 2, 3, 4, 7, 8, 15 e 21 respectivamente. Ao contrario dos Painéis J a
R que mostram as feridas tratadas com TGF-Bs nos dias 0, 1,2, 3, 4,7, 8, 15

e 21 respectivamente.

‘Exemplo 1

Efeito_s de TGF-B; sobre a Reepitelializacdo de Feridas de Espessura Total

em Humanos
Um estudo de Fase | sob aprovagéo do Comité Etico local foi

realizado, compreendendo um estudo em escala gradativa de dose primeiro-
em-homem (FIM) em casos de dano epidérmico para determinar a dose ma- -
xima tolerada (MTD) de TGF-Ps administrada por inje¢do intradérmica. O

estudo foi realizado como um estudo duplo cego, placebo (veiculo) e trata-
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mento padrdo controlado, randomizado, grupo paralelo para investigar a se-
guranga clinica, toleréncia; farmacocinética sistémica e farmacodinamica
local de concentragbes repetidas, em escala de TGF-p® intradérmibas em
individuos voluntarios homens Caucasianos saudéveis com idade de 18 a 45
anos (Numero dé Referéncia de Estudo e Protocolo: RN 1001 -319- 1001-
001). ,

Um total de setenta e dois individuos participaram do estudo,
com doses planejadas de TGF-Bs (e placebos perfeitamente compativeis)
sendo que 50ng/100uL, 100 ng/100uL, 500hg/100uL, 1000ng/100pL,
10pg/100uL e 100ug/100uL. | |

Os dados do estudo foram introduzidos em um banco de dados
complacente Regulador que foi fechado em 8 de dézembro de 2003 e o es-
tudo randomizado n&do-cego (ou seja, codigos de randomizagéo liberados)
em 19 de dezembro de 2003. ' |

Todos os individuos no estudo receberam duas bidpsias incisio-
nais de 3 mm de espessura total em cada brago e tratamento padrao em
todas as feridas. O tratamento padréo. proporcionou tratamento 6timo para
cura de ferida umida em todos os casos. Ademais para o pér de feridas nos
bragos de cada individuo, as feridas receberam TGF-Bs versus placebo de
TGF-Bs, TGF-B3 versus nada (marcadas como 'trata.mento padrao) ou _pIaCe-

‘bo de TGF-B3 versus nada (tratamento padréo). O desenho do estudo foi tal

que as comparagdes dos efeitos de tratamentos sobre feridas poderiam ser
feitas no e entre os individuos ou seja, individuos atuados como seus pro-
prios controles. }

A substancia de farmaco de volume de TGF-B3 usada no estudo
foi fabricada em GMP continha acido e alcoois como excipientes. Este mate-
rial foi diluido em série para proporcionar seringas estéreis pré-carregadas
para inje¢do intradérmica no estudo (novamente fabricado em GMP). As
concentragdes de excipiente de acido e alcool variaram devido ao processo
de diluigdo em série com as doses de injecdo de TGF-B3 requeridas da subs-
tancia de farmaco de volume. Visto que os -efeitos destes excipientes em

concentracdes diferentes tanto sobre a seguranca/tolerancia como efeitos
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sobre a cura em homens que ndo era conhecida, placebos perfeitamente
compativeis também foram preparados em to GMP da mesma maneira (ou
seja, os excipientes continham placebo em concentragdes equivalentes, po-
rém nao proteina TGF-B3). Isto também permitiu a comparagéo dos placebos
perfeitamente compativeis para tratamento padrdo separadamente, para
demonstrar se 0s proprios excipientes apresentavam algum efeito colateral
na cura.

O desenho de estudo era tal que 9 individuos em cada grupo de
dose foram submetidos a duas bidpsias incisionais em cada brago que foi
tratado tanto com TGF-Bs, placebo como tratamento padrdo como descrito
acima. Para cada braco do individuo os dois sitios de bidpsia foram marca-
dos sobre o aspecto interno e sob anestesia local com TGF-B3, placebo ou
nada (tratamento-padréo) injetado de forma intradérmica no sitio. Uma bidp-
sia incisional de espessura total de 3 mm foi entdo obtida de cada sitio mar-
cado. Um dia depois de sofrer o ferimento os sitios foram entao tratados no-
vamente, como acima, com o mesmo tratamento, ou seja, TGF-B3, placebo
ou nada (tratamento padréo) sob anestesia local. As feridas foram entao ex- |
cisadas tanto 3 como 7 dias apods sofrer o ferimento para histologia, para
permitir a analise dos efeitos de tratamento sobre a cura da ferida 3 e 7 dias
apés bidpsias incisionais iniciais. Os individuos foram entéo acompanhados.
Os dados de seguranga e tolerancia foram coletados durante o estudo.

| As feridas foram excisadas, histologicamente processadas em
blocos de cera de parafina, tecido cortado e entéo analisadas para reepitelia-
lizacdo utilizando analise de imagem. Um total de 36 feridas foram geradas
desta maneira em cada grupo de dose de modo que um total de 16 feridas
16 foram tratadas com TGF-B3, 10 feridas com placebo e 10 feridas com tra-
tamento padrao. Isto resultou nos seguintes nimeros de ferida por tratamen- -
to em dois pontos de tempo diferentes apds sofrer o ferimento para analise
histologica: |

8 feridas tratadas com TGF-B3, 5 feridas tratadas com placebo e

5 feridas tratadas com tratamento padrédo excisadas 3 dias apds sofrer o fe-

rimento.
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8 feridas tratadas com TGF-B3, 5 feridas tratadas com placebo e
5 feridas tratadas com tratamento padrdo excisadas 7 dias apos sofrer o fe-

rimento.
A porcentagem de reepitelializagdo em sitios de dano epidérmi-
co foi calculada de acordo com a seguinte formula:

% de reepitelializagdo = (didmetro total da ferida — didmetro de ferida n&o-epitelializada) x

100 o | | didmetro total da ferida

Resultados
Aceleracdo de Reepitelizacdo em Feridas de Espessura Total em Humanos

por TGF-[3s.

llustra-se na figura 1 a progressdo da regeneragdo epidérmica

em feridas de espessu'ra total, que inclui:

iii) Fotografias, tiradas em trés pontos de tempo e sete dias pos-.
ferimento, que ilustra a aparéncia macroscépica das feridas de espessura
total durante a regeneracao epitelial;e

iv) micrografias dos mesmos pontos de tempo que ilustram a
histologia dos sitios feridos durante a regeneracéo epitelial.

A andlise de cortes histolégicos demonstra que 'a reepitelizacao
equivalente das feridas ocorreu em placebo e o controle de cuidado-padrao
tratou as feridas em ambos os pontos de tempo pos-ferimento e, como tal,
estes grupos foram combinados para se compararem com as feridas trata-
das com TGF-Ba. |

" Pode-se ver a partir da figura 1 que o tratamento com TGF-33 de
feridas de pele de espessura total € capaz de promover a regeneragao epite-
lial, levando a reconstituicdo da epiderme mais cedo do que no caso de feri-
das nao tratadas ou tratadas com placebo. |

Os resultados do Exemplo 1 s&o mostrados na figura 2, que
comparam a porcentagem reepitelizagdo média em feridas tratadas com
TGF-B3 e ndo tratadas/tratadas com placebo em trés e sete dias pds-lesdo.

A figura 2 ilustra claramente que o tratamento com TGF-B3 em
uma concentra¢do de 50ng/100uL acelerou, de forma significativa, a reepite-

lizacdo quando comparada com a reepitelizagédo que ocorre em feridas de
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controle. A promocdo da regeneragéo epitelial em feridas tratadas com far-
maco versus controle também foram observada em individuos que recebe-
ram TGF-B3 até (50ng/100pL).

Exemplo 2
Efeitos de TGF-Bs na Reepitelizacéo de Feridas Humanas de Espessura

Parcial/Sitios Doadores de Enxerto de Pele |
Um estudo-piloto (ndo cego) foi realizado sob a aprovagao do

Comité Etico local para investigar os efeitos de aplicagdes intradérmicas e
tépicas de TGF-B3 quando aplicadas para dividir os sitios doadores de en-
xerto de pelo em dois individuos humanos voluntarios Caucasianos do sexo
masculino com idade entre 18 e 45 anos. A concentracao de TGF-B3 usada
foi de 50ng/100uL e a taxa de regeneragéo epitelial alcangada foi compara-
da com um placebo perfeitamente combinado com TGF-B3 na concentragao
equivalente. Conforme descrito acima, ou o TGF-B3, ou placebo foram pre-
parados em GMP.

Os sitios doadores foram primeiramente identificados e marca-
dos em cada lateral da linha intermediéria na parte traseira inferior, cada um
medindo 1,5 por 2 cm e, entdo, infiltrados com anestésico local contendo 1
em 200.000 de adrenalina. Cada sitio recebeu depois uma inje¢éo intredér-
mica, de modo que uma lateral receba TGF-B3 em uma dose de 50ng/cm? e
a outra lateral receba plécebo perfeitamente combinado. Depois, os indivi-
duos repousaram de barriga para baixo por 30 minutos antes um enxerto de
pele de espessura grossa dividida de aproximadamente 0,55 mm foi coleta-
do a partir de cada um dos sitios marcados, sendo que a hemostasia é al-
cangada com pressdo moderada. Seguindo imediatamente a coleta de en-
xerto, _foi administrado a cada sitio doador uma aplicagao tépica, ou de TGF-

Bs, ou de placebo, depois foram feitos curativos nas feridas e os individuos -

foram liberados. Os individuos retornaram no proximo dia e receberam uma
nova aplicacao topica, ou de TGF-B3,'ou de placebo, de modo que em todos
os estagios cada ferida receba o mesmo tratamento, isto &, trés aplicagbes
de TGF-Bs ou trés aplicagdes de placebo. Os individuos entdo examinados
em uma base diaria por um periodo de duas semanas e depois em 21 dias,
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com acompanhamento subsequente.

Resultados:
Aceleracdo de Reepitelializacdo de Feridas de Espessura Parcial/Sitios Do-

adores de Enxerto de Pele em Humanos por TGF-Bs.

A andlise macrosbépica, avaliada utilizando fotografias dos sitios
danificados, demonstrou que TGF-B3 acelerou notoriamente a promogao de
regeneragdo epidérmica, aumentando a taxa de reepitelializagdo em sitios
doadores de enxerto de pele de espessura parcial, como comparada com a
taxa ocorrente em controles tratados com placebd, até 8 dias apds sofrer o
ferimento. '

A figura 3 mostra fotografias que ilustram a aparéncia macros-
copica, e dessa forma, o progresso de regeneracéo epitelial, em feridas de
pele de espessura parcial durante 21 dias do momento da leséo. As fotogra-
fias que mostram a promog&o de regeneragdo epitelial séo marcadas com
um asterisco (*) na figura 3.

Pode ser observado que 15 dias e 21 dias apés sofrer o ferimen-
to a diferenga entre ferida tratada com TGF-Bs e nao-tratada/tratada com
placebo é menos visivel macroscopicamente. Este efeito é“explicado pelo
fato de que os sitios tratados com TGF-Bs sdo totalmente reepitelializados
em ou antes de 8 dias, enquanto os sitios tratados com placebo apenas a-
tingem o mesmo grau de reepitelializagcdo em torno de 15 dias.

Conclusdes (Exemplos 1 & 2).

Os resultados estabelecidos acima mostram surpreendentemen-
te que um elemento especifico da familia TGF-B, TGF-B3, € capaz de pro-
mover regeneragao epitelial. Esta descoberta esta em contraste direto com
équela que o versado na técnica poderia esperar & luz da técnica anterior,
uma vez que relatorios anteriores sugeriram que os elementos da familia de
TGF-Bs inibem a regeneragdo da epiderme em feridas de pele, com a iso-
forma de TGF-B3 sendo o inibidor mais potente deste processo. A promogao
de regeneracao epitelial ocorrida por tratamento com TGF-B3 é atingida tanto
em feridas de espessura total como feridas de espessura parcial (que po-

dem, por exemplo, servir como sitios doadores de enxerto de pele). Os efei-
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tos terapéuticos em seres humanos sao observados em tratamento com
TGF-Bs utilizando doses de até 500ng/100pL do agente ativo.
Apéndice |

Formulacdes.
Detalhes das formula¢des usadas em estudos clinicos para es-

tabelecer a capacidade de agentes que possuem ~atividade de TGF-B3 para
promover a regeneracao epitelial séo'proporcionados sob os seguintes titu-
los. ‘

A substancia de farmaco TGF-f3 usada nos estudos foi fornecida
em uma con»centragéo de 9,1mg/mL em 20 mM de acido acético e 20% de

" 4lcool de isopropila. Este material foi diluido em série para produzir seringas

que contém TGF-Bs nas concentrages estabelecidas nos dados exempla-
res. Sera avaliado pelo versado na técnica que, independente dos diluentes
adicionais usados para produzir as solugdes finais, niveis trago de acido acé- |
tico e alcool de isopropila serdo conduzidos por diluigio serial.
A1. Formulagbes usadas em tratamento de bidpsia incisional (feridas dérmi-
cas de espessura total)

Para estudos de bidpsia incisional/ferida de espessura total a
substancia de farmaco foi diluida em PBS que contém 5% p/v de manitol, e
ajustada para pH 3,8 utilizando acido acético. Esta formulagédo foi considera-
da eficaz na promogao dé regeneragao epitelial. A guisa de uma alternativa
para a formulacdo baseada em manitol descrita acima, uma formulacao ba-
seada em maltose (descrita de forma mais completa abaixo) também foi
preparada. Esta formulagdo de agentes de acordo com a invengao em com-
binacdo com maltose foi surpreendentemente considerada para reduzir de
forma dramatica a dor associada com injecdo da composi¢cdo. Os estudos
realizados pelos inventores mostraram clinicamente que a dor associada :
com injecdo de formulagdo baseada em manitol no estudo de bidpsia incisi-
onal foi aliviada quando agentes de acordo com a invengéo foram formula-
dos na presenca de agucares, e em particular na presenca de concentragdes

isoténicas de maltose.
As andlises in vitro da eficacia das formulagdes baseadas em
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maltose e baseadas em manitol revelaram uma vantagem surpreendente
adicional das composicoes que compreendem agentes ativos de acordo com
a invengdo em combinagdo com maltose. A investigagao utilizando .um en-
saio ELISA e um ensaio Mink Lung Epitelial Cell.para comparar a formulagéo
de PBS/manitol com a formulagéo de 0,25M de maltose mostra que a formu-
lagdo de maltose resulta em um aumento de aproximadamente 4 dobras em
atividade de TGF-Ba. | |
A2. Formulagbes usadas no tratamento de sitios doadores de enxerto de
pele de espessura dividida: | ‘

Para este estudo TGF-B5 foi formulado em 0,25 M de maltose
(ou seja, 90 g de maltose por litro de &dgua para injeg@o, equivalente a 9%
(p/v) de maltose em &gua para injecao. | ,

Esta formulacdo foi aplicada tanto de forma intradérmiéa como
topica para promover a regeneragao epitelial. - |
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REIVINDICAGOES

1. Uso de um agente que possui atividade TGF-B3, caracterizado
pelo fato de ser na fabricagdo de um medicamento para a promogao de re-
generagao epitelial.

2. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato
de que o agente é TGF-Bs.

3. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que o agente é um fragmento, derivado ou variante de TGF-fs.

4. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que o agente é uma substancia capaz de promover e/ou imitar a atividade
biol6gica de TGF-Bs.

5. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que a regeneragéo epitelial esta em um local de

um ferimento agudo.
6. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 5,

caracterizado pelo fato de que a regeneracéo epitelial € de um paciente jo-

vem e/ou saudavel.
7. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 6,

caracterizado pelo fato de que a regeneragéo epitelial que sera promovida €
um epitélio escamoso estratificado.

8. Uso de acordo com a reivindicag@o 7, caracterizado pelo fato
de que o epitélio & a epiderme.

9. Uso de acordo com a reivindicagéo 7, caracterizado pelo fato
de que o epitélio é o epitélio corneano.

10. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,

caracterizado pelo fato de que o epitélio & um epitélio respiratério.
11. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 6,

caracterizado pelo fato de que o epitélio é o epitélio da regiao das cavidades

do abddmen, toracicas ou pélvicas.
12. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 11,

caracterizado pelo fato de que o medicamento serve para a promogao de

regeneracao epitelial apoés leséo.
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13. Uso de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo
fato de que o medicamento serve para a promogéo de regeneragéo epitelial
apos cirurgia.

14. Uso de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado pelo
fato de que a cirurgia compreende enxerto epitelial.

15. Uso de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado pelo
fato de que a cirurgia compreende:

i) remocgao de enxerto epitelial;
i) opcionalmente emaranhamento do enxerto epitelial; e
iii) aplicacao do enxerto em um sitio receptor.
16. Uso de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado pelo

fato de que o medicamento serve para administragdo no sitio doador de en-

xerto.
17. Uso de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado pelo

fato de que o medicamento serve para administrag&o no sitio receptor de

enxerto.
18. Uso de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado pelo

fato de que o medicamento serve para administragao no enxerto.

19. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 12 a
18, caracterizado pelo fato de que a cirurgia compreende enxerto de pele.

20. Uso de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado pelo
fato de que o enxerto de pele € um enxerto de pele de espessura total.

21. Uso de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado pelo
fato de que o enxerto de pele € um enxerto de pele de espessura parcial.

22. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 21,
caracterizado pelo fato de que o medicamento serve para a promogao de
regeneracao epitelial apos lesao por queimadura.

23. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 22,
caracterizado pelo fato de que o medicamento é para aplicagéo topica.

24. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a 23,

caracterizado pelo fato de que o medicamento € para injegcao local.
25 Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a 23,
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caracterizado pelo fato de que o medicamento € um creme ou pomada.

26. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 25,
caracterizado pelo fato de que a promogado de regeneragéo epitelial &€ pro-
mocgao profilatica.

27. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagées 1 a 3,
ou 7 a 26, caracterizado pelo fato de ser para a promogéo de um medica-
mento para promover regeneracgao epitelial comprometida, inibida, atrasada

ou de outra maneira defeituosa.
28. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 26,

caracterizado pelo fato de ser para a prepara¢do de um medicamento para

acelerar a regeneragao epitelial normal.
29. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacées 1 a 28,

caracterizado pelo fato de ser a preparagdo de um medicamento para pro-

mover regeneragao epitelial em idosos.
30. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 29,

caracterizado pelo fato de que o agente é formulado na presenga de malto-

se.
31. Uso de acordo com a reivindicagéo 30, caracterizado pelo

fato de que a maltose esta presente em uma concentragéo entre 0,1 M e 0,4

M de maltose.
32. Uso de acordo com a reivindicagado 30, caracterizado pelo

fato de que a maltose esta presente em uma concentragéo de 0,25 M de

maltose.
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Re-epitelizagéo de feridas tratadas com 50ng / 100ml de
TGF B3, placebo ou tratamento padrédo em 3 e 7dias apos
sofrer a les&o por analise de imagens de cortes histologicos
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Fig.3 (parte 1)

It

SRN702P DRO00-3 |

- SRN702P = DL001-2

DATIANT 210 1407 DVt

@!

SRN 702P DL002-2
RN1001-319-1007-001.

(=
1=

SRN702P. DRO032 -
. RN1001-39-1007-001 -

~SRN702P - DL003-2
RN1001-315-1007-001

(e

SRN702P DL004-1
- RN1004-319-1007-004 -




5/5

Fig.3 (parte 2)
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RESUMO
Patente de Invencao: "USO DE UM AGENTE QUE POSSUI ATIVIDADE
TGF-B;".

A presente invencao refere-se ao uso de TGF-3, ou agentes
que possuem atividade TGF-f33, para promover regeneragao epitelial. Méto-
dos para fabricar medicamentos, e métodos para promover regeneragao epi-
telial sdo proporcionados. Em particular, os medicamentos e métodos de
tratamento da invengao sao aplicaveis para a promogao de regeneracao epi-

telial em pacientes saudaveis, e/ou em ferimentos agudos.
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