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Relatorio Descritivo de Patente de Invengao para "COMPO-
SICOES DE BISMUTO-TIOL E METODOS DE USO".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS
[0001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisorio n°
U.S. 62/712.563, depositado em 31 de julho de 2018, e do Pedido
Provisorio n°® U.S. 62/800.925, depositado em 4 de fevereiro de 2019,
cujo conteudo é incorporado ao presente documento a titulo de refe-
réncia, em suas totalidades.
ANTECEDENTES
[0002] A fibrose cistica (CF) se manifesta como uma sindrome cli-
nica caracterizada por infeccdo pulmonar crbnica assim como por
anormalidades gastrointestinais, nutricionais e outras anormalidades.
A base genética para CF é um disturbio recessivo monogénico severo
bem caracterizado que surge de mutagdes no gene regulador de con-
dutancia transmembranar de fibrose cistica (CFTR). Os pacientes tém
frequentemente infec¢gdes pulmonares crénicas, como com Pseudo-
monas aeruginosa. Finalmente, 80 a 95% de pacientes com CF su-
cumbem a insuficiéncia respiratoria causada por infeccdo bacteriana
cronica e inflamagao de via respiratéria concomitante.
[0003] Os pulmdes de pacientes com CF sao frequentemente co-
lonizados ou infectados na primeira infancia e infancia com organis-
mos, como Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae, que po-
dem danificar as superficies epiteliais, que levam a fixacdo aumentada
de P. aeruginosa e substituicdo eventual pela mesma. Demonstrou-se
que a infecgao cronica com P. aeruginosa € a perpetradora principal
de declinio de funcédo pulmonar e mortalidade em pacientes com CF. A
infeccao crbnica com P. aeruginosa leva ao dano de superficie epitelial
e obstrugao de via respiratéria, impedindo progressivamente a condu-
tdncia de via respiratoria, o que resulta em um declinio em fungao

pulmonar. P. aeruginosa também desenvolve resisténcia a muitos an-
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tibiéticos comuns, o que torna dificil a erradicagao da infecgdo. Um fa-
tor no desenvolvimento de resisténcia é a tendéncia de P. aeruginosa
e outros patdgenos pulmonares associados a CF em formar biofilmes
que dificultam a penetracdo de antibidticos. Além disto, o uso preva-
lente de antibidticos no tratamento de infecgdes em geral levou a ce-
pas multirresistentes (MDR) de bactérias, como P. aeruginosa, e Sta-
phylococcus aureus.

[0004] A terapia de antibidtico inalada a longo prazo €, agora, o
padrao de cuidados para tratamento de manutencéo crbénica em paci-
entes estaveis. As concentracbes de antibiético eficazes podem ser
alcancadas nas vias respiratérias por nebulizagao, evitando efeitos co-
laterais de antibidticos intravenosos. Colistimetato sédico, amicacina,
aztreonam e tobramicina foram administrados aos pacientes por inala-
¢ao. Entretanto, ha uma necessidade nao satisfeita pelo tratamento de
infecgdes microbianas pulmonares (por exemplo, bacterianas ou fungi-
cas) em pacientes com CF que sao de um amplo espectro, duraveis e
potentes contra até mesmo a mais resistente das espécies microbia-
nas (por exemplo, bacterianas ou fungicas).

SUMARIO

[0005] A presente invencao refere-se a métodos para tratar, gerir
ou atenuar a gravidade de sintomas de fibrose cistica (CF) e infeccdes
em um individuo, em que o método compreende administrar ao indivi-
duo uma composi¢cao de bismuto-tiol (BT) que compreende pelo me-
nos um composto de BT.

[0006] Em certas modalidades, a presente invencédo fornece uma
composicao farmacéutica adequada para uso em um individuo para
tratar, gerir ou atenuar a gravidade de sintomas de fibrose cistica (CF)
e infecgbes que compreendem uma quantidade eficaz de qualquer um
dos compostos descritos no presente documento (por exemplo, um

composto da invengao, como um composto de bismuto-tiol, ou um sal
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farmaceuticamente aceitavel do mesmo) e um ou mais excipientes
farmaceuticamente aceitaveis.

[0007] Em certas modalidades, a presente invencdo fornece um
aerossol que compreende uma pluralidade de goticulas liquidas dis-
persas em um gas, em que as referidas goticulas liquidas compreen-
dem uma composicido de BT que compreende pelo menos um com-
posto de BT suspenso na mesma, em que o composto de BT compre-
ende bismuto e/ou um sal de bismuto e um composto que contém tiol;
e em que pelo menos 60%, 65%, 70, 75%, 80%, 90% ou 95% das go-
ticulas liquidas tém um diametro aerodinamico mediano de massa
(MMAD) de aproximadamente 0,4 ym a aproximadamente 5 ym.

[0008] Em certas modalidades, a presente invencao fornece um
método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade dos sintomas de fi-
brose cistica (CF) e infeccbes em um individuo, em que o método
compreende administrar ao individuo uma composigdo de bismuto-tiol
(BT) que compreende pelo menos um composto de BT, em que a
composicdo € uma suspensao de microparticulas que tém um diame-
tro volumétrico médio (VMD) de aproximadamente 0,4 ym a aproxima-
damente 5 ym e/ou um didmetro aerodindmico mediano de massa
(MMAD) de aproximadamente 0,4 um a aproximadamente 5 pm.

[0009] Em certas modalidades, a presente invencdo fornece um
método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade dos sintomas e infec-
¢cbes associados a uma ou mais doengas pulmonares ou infecgdes em
um individuo, em que o método compreende administrar ao individuo
de uma composicédo de bismuto-tiol (BT) que compreende pelo menos
um composto de BT.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0010] A Figura 1 mostra um esquema de exposi¢ao de inalagao
representativo.

[0011] A Figura 2 mostra uma distribuicdo de tamanho de particu-
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las de aerossol de uma solug&o 2,5 mg/ml de BisEDT.

[0012] A Figura 3 mostra uma distribuicdo de tamanho de particu-
las de aerossol de uma solug&o 25 mg/ml de BiseDT.

[0013] A Figura 4 mostra uma distribuicdo de tamanho de particu-
las de aerossol de uma solug&o 50 mg/ml de BiseDT.

[0014] A Figura 5 mostra uma distribuicdo de tamanho de particu-
las de aerossol de uma solug&o 75 mg/ml de BisEDT.

[0015] A Figura 6 mostra uma distribuicdo de tamanho de particu-
las de aerossol de uma solugéo 100 mg/ml de BisEDT.

[0016] A Figura 7 mostra uma distribuicdo de tamanho de particu-
las de aerossol de um BisEDT 100 mg/ml em solugao de tampao fosfa-
to de mOsmolalidade 300.

[0017] A Figura 8 mostra uma distribuicdo de tamanho de particu-
las de aerossol de um BisEDT 50 mg/ml em solugao de tampéao fosfato
de mOsmolalidade 300.

[0018] A Figura 9 mostra uma distribuigdo de tamanho de particu-
las de aerossol de um BisEDT 10 mg/ml em solugao de tampéo fosfato
de mOsmolalidade 300.

[0019] A Figura 10 mostra uma distribuicado de tamanho de particu-
las de aerossol de um BisEDT 2,5 mg/ml em solugédo de tampéo fosfa-
to de mOsmolalidade 300.

[0020] A Figura 11 mostra que a distribuicdo de farmaco inalado
de um antibiético aumenta a exposicédo pulmonar (B) enquanto reduz a
exposicao sistémica (A) dos efeitos colaterais correspondentes.

[0021] A Figura 12 mostra os resultados de teste de MIC de Bi-
sEDT contra uma variedade de isolados de CF clinicamente relevan-
tes.

[0022] A Figura 13 é um diagrama que mostra a avaliagao de cito-
toxicidade através tanto da liberagao de LDH (do lado de meio de cul-

tura) quanto a resisténcia elétrica transepitelial (TEER) do lado api-
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cal/exposto ao ar.

[0023] A Figura 14 mostra a atividade de compostos de BT contra
biofilmes cultivados de MR14, que é um isolado de CF multirresistente
de Pseudomonas aeruginosa.

[0024] A Figura 15 mostra a atividade de compostos de BT contra
biofilmes cultivados de AG14, que € um isolado de CF resistente a
aminoglicosideo de Pseudomonas aeruginosa.

[0025] A Figura 16 mostra a atividade de compostos de BT contra
biofilmes cultivados a partir de AU197, que é um isolado de CF de
Burkholderia. cenocepacia.

[0026] A Figura 17 mostra a atividade de compostos de BT contra
biofilmes cultivados de AMT0130-8, que representam um isolado de
CF do complexo clinicamente relevante Mycobacterium abscessus cli-
nicamente relevante (MABSC), que complica frequentemente o trata-
mento de infec¢des pulmonares de CF.

[0027] A Figura 18 mostra a atividade de compostos de BT contra
biofilmes cultivados de AMT0089-5, que € um MABSC resistente a
amicacina e resistente a macrolideo.

[0028] A Figura 19 mostra a atividade de compostos de BT contra
biofilmes cultivados de ATCC-19977, que é M. abscessus (resistente a
macrolideo; induzivel).

[0029] A Figura 20 mostra a atividade de compostos de BT contra
biofilmes cultivados a partir de isolado de CF de MABSC.

[0030] A Figura 21 mostra a atividade de compostos de BT contra
biofilmes cultivados de Achromobacter spp.

[0031] A Figura 22 mostra a atividade de compostos de BT contra
biofilmes cultivados a partir de Stenotrophomonas maltophilia.

[0032] A Figura 23 mostra a atividade de compostos de BT contra
biofilmes cultivados de E. coli.

[0033] A Figura 24 mostra uma vista geral de MucilAir™ que é um
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modelo completamente diferenciado do epitélio de via respiratoria hu-
mana.

[0034] A Figura 25 mostra a porcentagem de citotoxicidade (medi-
cao de LDH) de BiseEDT em solugcdo em 1, 8, 24 e 48 horas de exposi-
cao. As barras que representam 1, 8, 24 e 48 horas sdo mostradas da
esquerda para a direita para cada concentracéo.

[0035] A Figura 26 mostra o efeito na integridade de tecido de Bi-
SEDT em solugcdo em 1, 8, 24 e 48 horas de exposicao. As barras que
representam 1, 8, 24 e 48 horas sdo mostradas da esquerda para a
direita para cada concentragéo.

[0036] A Figura 27 mostra a porcentagem de citotoxicidade (medi-
cao de LDH) de BisEDT sodlido em 1, 8, 24 e 48 horas de exposigao.
As barras que representam 1, 8, 24 e 48 horas sdo mostradas da es-
querda para a direita para cada concentracao.

[0037] A Figura 28 mostra o efeito na integridade de tecido de Bi-
sEDT solido em 1, 8, 24 e 48 horas de exposi¢cdo. As barras que re-
presentam 1, 8, 24 e 48 horas s&o mostradas da esquerda para a di-
reita para cada concentragao.

[0038] A Figura 29 mostra a porcentagem de citotoxicidade (medi-
cao de LDH) de BisEDT solido em 1, 8, 24 e 48 horas de exposigao.
As barras que representam 1, 8, 24 e 48 horas sao mostradas da es-
querda para a direita para cada concentracao.

[0039] A Figura 30 mostra o efeito na integridade de tecido de Bi-
sEDT solido em 1, 8, 24 e 48 horas de exposi¢cdo. As barras que re-
presentam 1, 8, 24 e 48 horas s&do mostradas da esquerda para a di-
reita para cada concentragao.

[0040] A Figura 31 mostra o efeito de esputo na atividade de ex-
terminio bacteriano de tobramicina.

[0041] A Figura 32 mostra que a atividade bacteriana de BisEDT

parece ser parcialmente inibida por esputo de paciente com CF.
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[0042] A Figura 33 mostra que a atividade bacteriana de BisBDT
parece ser parcialmente inibida por esputo de paciente com CF.

[0043] A Figura 34 mostra um grafico de concentracdo de BisEDT
de tecido pulmonar vs. tempo apdés uma dose unica depositada no
pulmao de 100 pg/kg em ratos.

[0044] A Figura 35 mostra a concentracido de BisEDT de sangue
total vs. tempo (100 pg/kg IV ou 100 ug/kg por inalagéo ou 250 pg/kg
por dose oral).

[0045] A Figura 36 mostra BisEDT sanguineo de rato vs tempo
apos a dose de inalagao unica (ug/kg depositado no pulmao).

[0046] A Figura 37 mostra concentragao de BisEDT de pulmao de
rato (ng/g) em sacrificio (24 ou 30 horas apds a dose inalada unica).
[0047] A Figura 38 mostra a Distribuicdo de Tamanho de Particula
para o veiculo.

[0048] A Figura 39 mostra a Distribuicdo de Tamanho de Particula
para Tobramicina.

[0049] A Figura 40 mostra Distribuicdo de Tamanho de Particula
para BisEDT.

[0050] A Figura 41 mostra um diagrama esquematico exemplifica-
tivo do sistema de exposicao de céao.

[0051] A Figura 42 mostra figuras de eficacia em rato que mostram
a dose administrada cumulativa (total) (depositada no pulmé&o) nos di-
as 3eb.

[0052] Figura 43 mostra uma tabela de ensaios representativa em
que cada composto é testado individualmente (Coluna 12 e Linha H) e
em combinacdo em razdes variaveis de concentragcao de farmaco.
DESCRIGAO DETALHADA

DEFINICOES

[0053] A menos que definido de outro modo, todos os termos téc-

nicos e cientificos usados no presente documento tém o significado
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comumente entendido por uma pessoa versada na técnica da presente
invencdo. As referéncias a seguir dotam um individuo versado na téc-
nica de uma definicdo geral de muitos dos termos usados nesta inven-
cao: Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology
(2% edicao 1994); The Cambridge Dictionary of Science and Techno-
logy (Walker ed., 1988); The Glossary of Genetics, 5% edi¢édo, R. Rie-
ger et al. (eds.), Springer Verlag (1991); e Hale & Marham, The Harper
Collins Dictionary of Biology (1991). Conforme usado no presente do-
cumento, os seguintes termos tém os significados atribuidos aos
mesmos abaixo, a menos que especificado de outro modo.

[0054] Conforme usado no presente documento, o verbo "compre-
ende" é conforme usado nesta descricdo e nas reivindicacoes e suas
conjugacdes sdo usadas em seu sentido nao limitante para significar
que os itens que seguem a palavra sdo incluidos, mas os itens nao
especificamente mencionados ndo sao excluidos. A presente invengao
pode adequadamente "compreender”, "consistir em", ou "consistir es-
sencialmente em", as etapas, elementos, e/ou reagentes descritos nas
reivindicacdes.

[0055] A menos que especificamente declarado ou 6bvio do con-
texto, conforme usado no presente documento, o termo "ou" é enten-
dido como inclusivo. A menos que especificamente declarado ou 6bvio
a partir do contexto, conforme usado no presente documento, os ter-
mos "um", "uma", "o" e "a" sdo entendidos como no singular ou plural.
[0056] Ao longo do presente relatério especifico, os termos "cerca
de" e/ou "aproximadamente" podem ser usados em combinagdo com
valores e/ou faixas numéricas. O termo "cerca de" é entendido como
valores proximos de um valor declarado. Adicionalmente, as expres-
sdes "menos do que cerca de [um valor]" ou "maior do que cerca de
[um valor]" devem ser entendidos em vista da definicao do termo "cer-

ca de" fornecido no presente documento. Os termos "cerca de" e
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"aproximadamente" podem ser usados intercambiavelmente.

[0057] Um grupo "alquila" ou "alcano" € um hidrocarboneto nao
aromatico ramificado ou de cadeia linear que € completamente satura-
do. Tipicamente, um grupo alquila ramificado ou de cadeia linear tem
de 1 a aproximadamente 20 atomos de carbono, por exemplo, de 1 a
aproximadamente 10, a menos que definido de outro modo. Exemplos
de grupos alquila de cadeia ramificada ou cadeia linear incluem metila,
etila, n-propila, iso-propila, n-butila, sec-butila, terc-butila, pentila, hexi-
la, pentila e octila. Um grupo alquila de cadeia linear ou ramificada C1-
C6 também é denominado um grupo "alquila inferior".

[0058] Além disto, o termo "alquila" (ou "alquila inferior") conforme
usado ao longo do relatorio descritivo, exemplos e reivindicagdes é
destinado a incluir tanto "alquilas ndo substituidas" quanto "alquilas
substituidas", em que o ultimo se refere a porgdes quimicas de alquila
que tém substituintes que substituem um hidrogénio em um ou mais
carbonos da cadeia principal de hidrocarboneto. Tais substituintes, se
nao especificados de outro modo, podem incluir, por exemplo, um ha-
logénio, uma hidroxila, uma carbonila (como uma carboxila, uma alco-
xicarbonila, uma formila, ou uma acila), uma tiocarbonila (como um
tioéster, um tioacetato, ou um tioformato), um alcéxi, uma fosforila, um
fosfato, um fosfonato, um fosfinato, um amino, um amido, uma amidi-
na, uma imina, um ciano, um nitro, um azido, uma sulfidrila, um alquil-
tio, um sulfato, um sulfonato, uma sulfamoila, um sulfonamido, uma
sulfonila, uma heterociclila, uma aralquila, ou uma porgao quimica
aromatica ou heteroaromatica. Sera entendido por aqueles versados
na técnica que as porgdes quimicas substituidas na cadeia de hidro-
carboneto podem ser substituidas por si proprias, se apropriado. Por
exemplo, os substituintes de uma alquila substituida podem incluir
formas substituidas e ndo substituidas de grupos amino, azido, imino,

amido, fosforila (incluindo fosfonato e fosfinato), sulfonila (incluindo
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sulfato, sulfonamido, sulfamoila e sulfonato), e silila, assim como éte-
res, alquiltios, carbonilas (incluindo cetonas, aldeidos, carboxilatos e
esteres), -CF3, -CN e semelhantes. Alquilas substituidas exemplificati-
vas sao descritas abaixo. As cicloalquilas podem ser adicionalmente
substituidas com alquilas, alquenilas, alcéxis, alquiltios, aminoalquilas,
alquilas substituidas por carbonila, -CF3, -CN e semelhantes.

[0059] O termo "Cx-y" quando usado em combinacdo com uma
porcdo quimica, como acila, aciloxi, alquila, alquenila, alquinila ou
alcéxi € destinado a incluir grupos que contém de x a y carbonos na
cadeia. Por exemplo, o termo "Cx-yalquila" se refere a grupos de hi-
drocarboneto saturados substituidos ou ndo substituidos, incluindo
grupos alquila de cadeia linear e alquila de cadeia ramificada que con-
tém de x a y carbonos na cadeia, incluindo grupos de haloalquila, co-
mo trifluorometila e 2,2,2-trifluoroetila, etc. CO alquila indica um hidro-
génio em que o grupo esta em uma posicao terminal, uma ligagao se
interno. Os termos "C2-yalquenila" e "C2-yalquinila" se referem a gru-
pos alifaticos insaturados nao substituidos ou substituidos analogos
em comprimento e substituicdo possivel as alquilas descritas acima,
mas que contém pelo menos uma ligagcado dupla ou tripla, respectiva-
mente.

[0060] O termo "alquilamino", conforme usado no presente docu-
mento, se refere a um grupo amino substituido por pelo menos um
grupo alquila.

[0061] O termo "alquiltio", conforme usado no presente documen-
to, se refere a um grupo tiol substituido por um grupo alquila e pode
ser representado pela férmula geral alquilS-.

[0062] Os termos "amina" e "amino" sao reconhecidos pela técnica
e se referem tanto a aminas quanto sais ndo substituidos ou substitui-
dos dos mesmos, por exemplo, uma porgao quimica que pode ser re-

presentada por
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R31 R3!
/ /
N s
R31 ou \R31

em que cada R®' representa independentemente um hidrogénio ou um
grupo hidrocarbonila, ou dois R3' sdo tomados juntos com o atomo N
ao qual sao ligados para completar um heterociclo que tem de 4 a 8
atomos na estrutura de anel. O termo "aminoalquila", conforme usado
no presente documento, se refere a um grupo alquila substituido por
um grupo amino.

[0063] O termo "arila" conforme usado no presente documento,
inclui grupos aromaticos de anel unico substituido ou nao substituido
em que cada atomo do anel é carbono. Em algumas modalidades, o
anel € um anel de 5 a 7 membros, por exemplo, um anel de 6 mem-
bros. O termo "arila" também inclui sistemas de anel policiclicos que
tém dois ou mais anéis ciclicos nos quais dois ou mais carbonos sao
comuns para dois anéis contiguos, em que pelo menos um dos anéis &
aromatico, por exemplo, os outros anéis ciclicos podem ser cicloalqui-
las, cicloalquenilas, cicloalquinilas, arilas, heteroarilas e/ou heterocicli-
las. Os grupos arila incluem benzeno, naftaleno, fenantreno, fenol, ani-
lina e semelhantes.

[0064] O termo "bismuto" se refere ao 83° elemento da tabela pe-
riddica, ou atomos ou ions do mesmo. Bismuto pode ocorrer no estado
metalico ou no estado ionizado, como no estado de oxidacao Ill ou V.
Os ions de bismuto podem formar complexos com anions, para produ-
zir sais de bismuto, ou para formar anions complexos que sao, entao,
complexados adicionalmente com um ou mais cations adicionais. O
bismuto também pode formar ligacbes covalentes a outros atomos,
como enxofre.

[0065] Conforme descrito no presente documento, um "composto
de bismuto-tiol" ou "composto de BT" é um composto que tem um

atomo de bismuto ligado covalentemente a um, dois ou trés outros

Peticdo 870210031377, de 06/04/2021, pag. 62/367



12/275

atomos de enxofre presentes em um ou mais compostos de tiol. O
termo "tiol" se refere a um composto que contém carbono, ou fragmen-
to do mesmo, que contém um grupo —SH e pode ser representado pe-
la formula geral R-SH. Esses compostos de tiol incluem compostos
com um, dois, trés ou mais atomos S. Os compostos de tiol podem ter
outra funcionalidade, como alquila, hidroxila, carbociclila, heterociclila,
arila, heteroarila, amino, e outros substituintes. Os compostos de tiol
que tém dois ou mais atomos S podem quelar o atomo de bismuto, de
modo que dois atomos S da mesma molécula se liguem covalente-
mente com o atomo de bismuto. Os compostos de bismuto-tiol séo

mostrados abaixo:

[0066] Os termos "carbociclo", e "carbociclico", conforme usado no
presente documento, se refere a um anel saturado ou insaturado em
que cada atomo do anel seja carbono. O termo carbociclo inclui tanto
os carbociclos aromaticos quanto os carbociclos ndo aromaticos. Os
carbociclos nao aromaticos incluem ambos os anéis de cicloalcano,
em que todos os atomos de carbono s&o saturados, e anéis de cicloal-
gueno, que contém pelo menos uma ligacao dupla.

[0067] O termo "carbociclo" anéis biciclicos de 8 a 12 membros e
monociclicos de 5 a 7 membros. Cada anel de um carbociclo biciclico
pode ser selecionado dentre anéis saturados, insaturados e aromati-
cos. Carbociclo inclui moléculas biciclicos em que um, dois ou trés ou
mais atomos sdo compartilhados entre os dois anéis. O termo "carbo-
ciclo fundido" se refere a um carbociclo biciclico no qual cada um dos
anéis compartilha dois atomos adjacentes com o outro anel. Cada anel

de um carbociclo fundido pode ser selecionado dentre anéis satura-

Peticdo 870210031377, de 06/04/2021, pag. 63/367



13/275

dos, insaturados e aromaticos. Em uma modalidade exemplificativa,
um anel aromatico, por exemplo, fenila, pode ser fundido a um anel
saturado ou insaturado, por exemplo, ciclo-hexano, ciclopentano, ou
ciclo-hexeno. Qualquer combinagado de anéis biciclicos saturados, in-
saturados e aromaticos, conforme a valéncia permite, € incluido na
definicdo de carbociclico. Os "carbociclos" exemplificativos incluem
ciclopentano, ciclo-hexano, biciclo[2.2.1]heptano, 1,5-ciclo-octadieno,
1,2,3,4-tetra-hidronaftaleno, biciclo[4.2.0]oct-3-eno, naftaleno e ada-
mantano. Os carbociclos fundidos exemplificativos incluem decalina,
naftaleno, 1,2,3,4-tetra-hidronaftaleno, biciclo[4.2.0]octano, 4,5,6,7-
tetra-hidro-1H-indeno e biciclo[4.1.0]hept-3-eno. "Carbociclos" podem
ser substituidos em quaisquer uma ou mais posicdes com capacidade
para portar um atomo de hidrogénio.

[0068] Um grupo "cicloalquila" € um hidrocarboneto ciclico que é
completamente saturado. "Cicloalquila" inclui anéis monociclicos e bi-
ciclicos. Tipicamente, um grupo cicloalquila monociclico tem de 3 a
aproximadamente 10 atomos de carbono, mais tipicamente 3 a 8 ato-
mos de carbono, a menos que definido de outro modo. O segundo
anel de uma cicloalquila biciclica pode ser selecionado dentre anéis
saturados, insaturados e aromaticos. Cicloalquila inclui moléculas bici-
clicos em que um, dois ou trés ou mais atomos sao compartilhados
entre os dois anéis. O termo "cicloalquila fundida" se refere a uma ci-
cloalquila biciclica na qual cada um dos anéis compartilha dois atomos
adjacentes com o outro anel. O segundo anel de uma cicloalquila bici-
clica fundida pode ser selecionada dentre anéis saturadas, insaturadas
e aromaticas. Um grupo "cicloalquenila" € um hidrocarboneto ciclico
que contém uma ou mais ligagdes duplas.

[0069] Os termos "halo" e "halogénio", conforme usado no presen-
te documento, significam halogénio e incluem cloro, fluoro, bromo e

iodo.
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[0070] Os termos "hetaralquila" e "heteroaralquila”, conforme usa-
do no presente documento, se referem a um grupo alquila substituido
por um grupo hetarila.

[0071] O termo "heteroalquila", conforme usado no presente do-
cumento, se refere a uma cadeia saturada ou insaturada de atomos de
carbono e pelo menos um heteroatomo, em que nenhum heteroatomo
€ adjacente.

[0072] Os termos "heteroarila" e "hetarila" incluem estruturas de
anel unico aromatico substituido ou n&o substituido, por exemplo,
anéis de 5 a 7 membros, por exemplo, anéis de 5 a 6 membros, cujas
estruturas de anel incluem pelo menos um heteroatomo, por exemplo,
um a quatro heteroatomos, por exemplo, um ou dois heteroatomos. Os
termos "heteroarila" e "hetarila" também incluem sistemas de anel poli-
ciclicos que tém dois ou mais anéis ciclicos nos quais dois ou mais
carbonos sdo comuns para dois anéis contiguos, em que pelo menos
um dos anéis é heteroaromatico, por exemplo, os outros anéis ciclicos
podem ser cicloalquilas, cicloalquenilas, cicloalquinilas, arilas, hetero-
arilas e/ou heterociclilas. Os grupos heteroarila incluem, por exemplo,
pirrol, furano, tiofeno, imidazol, oxazol, tiazol, pirazol, piridina, pirazina,
piridazina e pirimidina, e semelhantes.

[0073] O termo "heteroatomo", conforme usado no presente do-
cumento, significa um atomo de qualquer elemento diferente de carbo-
no ou hidrogénio. Os heteroatomos preferenciais sao nitrogénio, oxi-
génio e enxofre.

[0074] Os termos "heterociclila", "heterociclo", e "heterociclico" se
referem a estruturas de anel ndo aromatico substituido ou ndo substi-
tuido, por exemplo, anéis de 3 a 10 membros, por exemplo, anéis de 3
a 7 membros, cujas estruturas de anel incluem pelo menos um hetero-
atomo, por exemplo, um a quatro heteroatomos, por exemplo, um ou

dois heteroatomos. Os termos "heterociclila" e "heterociclico" também
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incluem sistemas de anel policiclicos que tém dois ou mais anéis cicli-
COS Nos quais dois ou mais carbonos sao comuns para dois anéis con-
tiguos, em que pelo menos um dos anéis € heterociclico, por exemplo,
0s outros anéis ciclicos podem ser cicloalquilas, cicloalquenilas, ciclo-
alquinilas, arilas, heteroarilas e/ou heterociclilas. Grupos heterociclila
incluem, por exemplo, piperidina, piperazina, pirrolidina, morfolina, lac-
tonas, lactamas e semelhantes.

[0075] O termo "heterociclilalquila", conforme usado no presente
documento, se refere a um grupo alquila substituido por um grupo he-
terociclo.

[0076] O termo "hidrocarbila", conforme usado no presente docu-
mento, se refere a um grupo que é ligado através de um atomo de
carbono que nao tem um substituinte =O ou =S, e tem tipicamente pe-
lo menos uma ligacdo de carbono-hidrogénio e uma cadeia principal
primariamente de carbono, mas pode incluir opcionalmente heteroa-
tomos. Desse modo, grupos, como metila, etoxietila, 2-piridila e trifluo-
rometila sdo considerados como hidrocarbila com os propdsitos deste
pedido, mas substituintes, como acetila (que tem um substituinte =O
no carbono de ligagcao) e etéxi (que é ligado através de oxigénio, néo
carbono) nao séo. Os grupos de hidrocarbila incluem, mas sem limita-
¢ao, arila, heteroarila, carbociclo, heterociclila, alquila, alquenila, al-
quinila, e combinagdes dos mesmos.

[0077] O termo "inferior", quando usado em combinagdo com uma
porcado quimica, como acila, aciléxi, alquila, alquenila, alquinila, ou
alcéxi, € destinado a incluir grupos em que ha dez ou menos atomos
nao hidrogénio no substituinte, por exemplo, seis ou menos. Uma "al-
quila inferior", por exemplo, se refere a um grupo alquila que contém
dez ou menos atomos de carbono, por exemplo, seis ou menos. Em
certas modalidades, substituintes acila, aciléxi, alquila, alquenila, al-

quinila ou alcoxi definidos no presente documento sao, respectivamen-
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te, acila inferior, aciléxi inferior, alquila inferior, alquenila inferior, al-
quinila inferior, ou alcoxi inferior, caso aparecam sozinhos ou em com-
binagdo com outros substituintes, como nas declara¢des hidroxialquila
e aralquila (cujo caso, por exemplo, os atomos no grupo arila ndo sao
contados quando contando os atomos de carbono no substituinte de
alquila).

[0078] Os termos "policiclila”, "policiclo" e "policiclico” se referem a
dois ou mais anéis (por exemplo, cicloalquilas, cicloalquenilas, cicloal-
quinilas, arilas, heteroarilas e/ou heterociclilas) em que dois ou mais
atomos sdo comuns a dois anéis contiguos, por exemplo, os anéis sao
"anéis fundidos". Cada um dos anéis do policiclo pode ser substituido
ou n&o substituido. Em certas modalidades, cada anel do policiclo con-
tém de 3 a 10 atomos no anel, por exemplo, de 5a 7.

[0079] O termo "N-6xido" se refere a um grupo zwiteribnico que
contém um atomo de nitrogénio no estado de oxidagao +1 ligado a um
atomo de oxigénio no estado de oxidagao -1. Um exemplo nao limitan-
te de um N-6xido é N-6xido piridio mostrado abaixo. Conforme usado
no presente documento, o termo "N-Oxido" abrange substituintes de

outros grupos que tém esta funcionalidade.

[0080] O termo "substituido" se refere a porgdes quimicas que tém
substituintes que substituem um hidrogénio em um ou mais carbonos
da cadeia principal. Sera entendido que "substituicado" ou "substituido
por" inclui a condigao implicita de que tal substituicdo esteja de acordo
com a valéncia permitida do atomo substituido e do substituinte, e que
a substituicao resulte em um composto estavel, por exemplo, que nao

€ espontaneamente submetida a transformacao, como por redisposi-
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cao, ciclizacao, eliminacido, etc. Conforme usado no presente docu-
mento, o termo "substituido" é contemplado por incluir todos os substi-
tuintes permissiveis de compostos organicos. Em um aspecto amplo,
os substituintes permissiveis incluem aciclicos e ciclicos, ramificados e
ndo ramificados, carbociclicos e heterociclicos, aromaticos e substi-
tuintes ndo aromaticos de compostos organicos. Os substituintes per-
missiveis podem ser um ou mais e os mesmos ou diferentes para
compostos organicos apropriados. Com propdsitos desta invencgao, os
heteroatomos, como nitrogénio, podem ter substituintes de hidrogénio
e/ou quaisquer substituintes permissiveis de compostos organicos
descritos no presente documento que satisfazem as valéncias dos he-
teroatomos. Os substituintes podem incluir quaisquer substituintes
descritos no presente documento, por exemplo, um halogénio, uma
hidroxila, uma carbonila (como uma carboxila, uma alcoxicarbonila,
uma formila, ou uma acila), uma tiocarbonila (como um tioéster, um
tioacetato, ou um tioformato), um alcéxi, uma fosforila, um fosfato, um
fosfonato, um fosfinato, um amino, um amido, uma amidina, uma imi-
na, um ciano, um nitro, um azido, uma sulfidrila, um alquiltio, um sulfa-
to, um sulfonato, uma sulfamoila, um sulfonamido, uma sulfonila, uma
heterociclila, uma aralquila, ou uma porgao quimica aromatica ou hete-
roaromatica. Sera entendido por aqueles versados na técnica que os
substituintes podem ser substituidos por si proprios, se apropriado. A
menos que especificamente declarado como "ndo substituido”, refe-
réncias a porgdes quimicas no presente documento sdo entendidas
como incluindo variantes substituidas. Por exemplo, a referéncia a um
grupo "arila" ou porgédo quimica inclui implicitamente tanto as variantes
substituidas quanto n&o substituidas.

[0081] O termo "tioalquila", conforme usado no presente documen-
to, se refere a um grupo alquila substituido por um grupo tiol. Um

"composto tiol", conforme discutido acima, pode incluir uma tioalquila
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como um substituinte na estrutura de composto. Um composto tiol po-
de ter, por exemplo, um, dois, trés ou mais grupos tioalquila.

[0082] O termo "tioéter", conforme usado no presente documento,
€ equivalente a um éter, em que o0 oxigénio € substituido por um enxo-
fre.

[0083] O termo "individuo" ao qual a administracado € contemplada
inclui, mas sem limitagdo, seres humanos (isto €, um masculino ou fe-
minino de qualquer grupo de idade, por exemplo, um individuo pedia-
trico (por exemplo, infante, crianga, adolescente) ou individuo adulto
(por exemplo, adulto jovem, adulto de meia-idade ou idoso)) e/ou ou-
tros primatas (por exemplo, macacos cynomolgus, macacos rhesus);
mamiferos, incluindo mamiferos comercialmente relevantes, como ga-
do, porcos, cavalos, carneiros, cabras, gatos e/ou caes; e/ou aves, in-
cluindo aves comercialmente relevantes, como frangos, patos, gansos,
codornas e/ou perus. Os individuos preferenciais sao seres humanos.
[0084] Conforme usado no presente documento, a expressao
"administracdo conjunta" se refere a qualquer forma de administragao
de dois ou mais compostos terapéuticos diferentes de modo que o se-
gundo composto seja administrado enquanto o composto terapéutico
anteriormente administrado ainda seja eficaz no corpo (por exemplo,
os dois compostos sao simultaneamente eficazes no paciente, o que
pode incluir efeitos sinérgicos dos dois compostos). Por exemplo, os
compostos terapéuticos diferentes podem ser administrados na mes-
ma formulagdo ou em uma formulagao separada, concomitante ou se-
quencialmente. Em certas modalidades, os compostos terapéuticos
diferentes podem ser administrados em uma hora, 12 horas, 24 horas,
36 horas, 48 horas, 72 horas, ou uma semana.

[0085] "Coadministracao" se refere a administracdo dos dois agen-
tes em qualquer maneira em que os efeitos farmacoldgicos de ambos

os agentes sdao manifestados no paciente ao mesmo tempo. Desse

Peticdo 870210031377, de 06/04/2021, pag. 69/367



19/275

modo, a administragdo concomitante ndo necessita que uma composi-
cao farmacéutica unica, a mesma forma de dosagem, ou até a mesma
via de administragdo seja usada para administracdo de ambos os
agentes ou que os dois agentes sejam administrados precisamente ao
mesmo tempo. Entretanto, em algumas situagdes, a coadminsitracéo
sera alcangada mais convenientemente pela mesma forma de dosa-
gem e a mesma via de administracdo, substancialmente ao mesmo
tempo.

[0086] Conforme usado no presente documento, um produto tera-
péutico que "previne" um disturbio ou afeccao se refere a um compos-
to que, em uma amostra estatistica, reduz a ocorréncia do disturbio ou
afeccao na amostra tratada em relagdo a uma amostra de controle nao
tratada, ou atrasa o inicio ou reduz a gravidade de um ou mais sinto-
mas do disturbio ou afecgdo em relagdo a amostra de controle nao tra-
tada.

[0087] O termo "tratar" significa um ou mais dentre suavizar, alivi-
ar, atrasar, reduzir, melhorar, ou gerir pelo menos um sintoma de uma
afeccdo em um individuo. O termo "tratar" também pode significar um
ou mais dentre reter, atrasar o inicio (isto €, o periodo antes da mani-
festagao clinica da afeccéo) ou reduzir o risco de desenvolver ou pio-
rar uma afeccgao.

[0088] O termo "gerir" inclui tratamentos terapéuticos conforme
definido acima. Gerir inclui alcangar um nivel de estado estavel de in-
feccdo conforme determinado por métodos conhecidos na técnica. O
estado estavel pode incluir a avaliacdo de um ou mais dentre a gravi-
dade da infecgao (ou infecgdes), o tamanho e a localizagao da infec-
cao (ou infecgdes), o numero de patégenos microbianos diferentes
presentes na infecgao (ou infecgdes), o nivel de patdégenos tolerantes
ou resistentes a antibidticos, o grau de resposta ao tratamento, como

com uma composi¢ao de BT descrita no presente documento, o grau
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de formacao de biofiime e reducgao, e os efeitos colaterais experimen-
tados pelo individuo. Durante o gerenciamento de uma infecgao, a in-
feccao pode flutuar de aumento para atenuagcdo em gravidade, na
quantidade ou grau de infec¢do, quantidade de efeitos colaterais expe-
rimentados pelo individuo, ou outros indicios resultantes de individuo.
Por um periodo de tempo, como dias, més ou anos, 0 grau de geren-
ciamento da infec¢ao pode ser determinado pela avaliacdo dos fatores
acima para avaliar se o curso clinico de infec¢do melhorou, é bacteri-
ostatico, ou se piorou. Em algumas modalidades, gerir uma infeccao
inclui tratamento bem-sucedido de patégeno microbiano (ou patégenos
microbianos) que é tolerante a farmaco ou resistente a farmaco de ou-
tro modo.

[0089] O termo "atenuar a gravidade" de infecgao (ou infeccdes)
se refere a uma melhora no curso clinico da infecgdo em qualquer ba-
se mensuravel. Tal base pode incluir indices mensuraveis, como redu-
zir a extensao de infeccao (ou infecgdes), a possibilidade de a infecgao
(ou infecgdes) ser considerada aguda, o numero e identidade de pato-
genos microbianos que causam a infeccao (ou infecgdes), a extensao
de biofilmes microbianos (por exemplo, bacterianos ou fungicos) e
efeitos colaterais experimentados pelo individuo. Em algumas modali-
dades, atenuar a gravidade de uma infecgao é determinada por medi-
¢cbdes, como redugdo em contagens de infeccdo de esputo (por exem-
plo, uma reducdo em CFU no esputo). Em algumas modalidades, ate-
nuar a gravidade envolve deter um declinio estavel no resultado para
alcancgar a infeccéo estabilizada (ou infecgdes estabilizadas), resultan-
do no individuo realizando gerenciamento bem-sucedido da infecgao
(ou infecgbes). Em outras modalidades, atenuar a gravidade pode re-
sultar em tratamento substancial a completo da infeccdo (ou infec-
¢bes). Em algumas modalidades, atenuar a gravidade se refere a uma

atenuacao de exacerbacgdes associadas a doenga ou infecgdo (por
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exemplo, por uma diminui¢cdo de 1% a 99% em exacerbacdes). Em
algumas modalidades, atenuar a gravidade pode se referir a um au-
mento em fungcao pulmonar (por exemplo, por um aumento de 1% a
99% em fungdo pulmonar).

[0090] Conforme usado no presente documento, o termo "exacer-
bacao" se refere a um aumento na gravidade de sintomas durante um
curso de uma doenga que € mais associada a uma piora de qualidade
de vida. As exacerbagdes sao relativamente frequentes em pacientes
com doencgas pulmonares crénicas, como CF. Por definicdo, exacer-
bacbes sao simplesmente uma piora e/ou aumento em sintomas.
[0091] Em algumas modalidades, atenuar a gravidade de infec-
¢cbes e/ou sintomas pode se referir a resultados relatados por paciente
("PROSs"). Um instrumento de PRO é definido como qualquer medida
de uma situagdo de saude do individuo que é elicitada do paciente e
determina como o paciente "se sente ou funciona em relagdo a sua
condigao de saude". PROs sao particularmente uteis no relato de re-
sultados em CF e a possibilidade de a gravidade de sintomas ter sido
reduzida ou atenuada. Tais sintomas podem ser eventos observaveis,
comportamentos ou sentimentos (por exemplo, capacidade de andar
rapidamente, falta de apetite, expressdes de raiva), ou resultados néo
observaveis que sao conhecidos apenas pelo paciente (por exemplo,
percepcdes de dor, sentimentos de depressao).

[0092] Uma "quantidade eficaz", conforme usado no presente do-
cumento, se refere a uma quantidade que é suficiente para alcangar
um efeito biolégico desejavel. Uma "quantidade terapeuticamente efi-
caz", conforme usado no presente documento, se refere a uma quanti-
dade que é suficiente para alcangar um efeito terapéutico desejavel.
Por exemplo, uma quantidade terapeuticamente eficaz pode se referir
a uma quantidade que é suficiente para melhorar pelo menos um sinal

ou sintoma de infecg¢ao (por exemplo, infecgéo respiratéria).
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[0093] Uma "resposta"” a um método de tratamento pode incluir
uma diminuicdo em ou amenizagao de sintomas negativos, uma dimi-
nuigdo no progresso de uma infecgdo ou sintomas dos mesmos, um
aumento em sintomas benéficos ou resultados clinicos, uma atenua-
cao de efeitos colaterais, estabilizacdo da infecg¢ao, e remediacéo par-
cial ou completa de infecgéo, entre outros.

[0094] "Susceptibilidade ou sensibilidade a antibidtico" se refere a
possibilidade de uma bactéria ser tratada de modo bem-sucedido por
um dado antibidtico. De modo similar, "Susceptibilidade ou sensibilida-
de antifungica" se refere a possibilidade de um fungo ser tratado de
modo bem-sucedido por um dado antibiético. O teste quanto a suscep-
tibilidade pode ser realizado por métodos conhecidos na técnica, como
o método Kirby-Bauer, o método Stokes e os métodos de diluigdo de
caldo de agar. A eficacia de um antibiético no exterminio das bactérias
ou impedimento de bactérias de se multiplicar pode ser observado
como areas de quantidade reduzida ou estavel, respectivamente, de
crescimento bacteriano em um meio, como uma pastilha, agar, ou cul-
tura de caldo.

[0095] "Tolerancia antimicrobiana" se refere a capacidade de um
micrébio, como bactérias ou fungos, para resistir naturalmente ao ex-
terminio por antibiéticos. A mesma nao é causada por microbios mu-
tantes, mas, em vez disso, por células microbianas que existem em
um estado transiente, dormente, nao divisorio. A tolerancia a antibioti-
co ou farmaco é causada por uma pequena subpopulagdo de células
microbianas denominadas insistentes. Os insistentes ndo sdo mutan-
tes, mas, em vez disso, sao células dormentes que podem sobreviver
aos tratamentos antimicrobianos que exterminam a maior parte de
seus irmaos geneticamente idénticos. As células persistentes entraram
em um estado fisioldgico de crescimento ndo ou extremamente cres-

cente que torna as mesmas insensiveis (refratarias ou tolerantes) a
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acao de farmacos antimicrobianos. De modo similar, "tolerancia a anti-
bidtico" se refere a capacidade de uma bactéria para resistir natural-
mente a ser exterminado por antibioticos e "tolerancia a antifungico" se
refere a capacidade de um fungo de resistir naturalmente a ser exter-
minado por antibioticos.

[0096] "Resisténcia antimicrobiana" se refere a capacidade de um
microbio de resistir aos efeitos de medicamento que pbde tratar anteri-
ormente de modo bem-sucedido o micrébio. Os micrébios resistentes
a multiplos antimicrobianos sdo chamados multirresistentes (MDR). A
resisténcia surge através de um dos trés mecanismos: resisténcia na-
tural em certos tipos de bactérias, mutagado genética, ou por uma es-
pécie que adquire resisténcia a partir de outra. As mutacbes podem
levar a inativacdo de farmaco, alteragao do sitio de ligagcado do farma-
co, alteracao de vias metabdlicas e diminuir a permeabilidade de far-
maco.

[0097] Conforme usado no presente documento, os termos "ativi-
dade antibacteriana", "atividade antifungica" e "atividade antimicrobia-
na", com referéncia a uma composicao de BT da presente invencéo,
se refere a capacidade de exterminar e/ou inibir o crescimento ou re-
produgao de um micro-organismo particular. Em certas modalidades, a
atividade antibacteriana ou antimicrobiana é avaliada cultivando-se as
bactérias, por exemplo, bactérias Gram-positivas (por exemplo, S. au-
reus), bactérias Gram-negativas (por exemplo, A. baumannii, E. coli,
elou P. aeruginosa) ou bactérias nao classificadas como Gram-
positivas ou Gram-negativas, ou fungos de acordo com as técnicas
padrao (por exemplo, em cultura liquida ou em placas de agar), colo-
cando a cultura em contato com uma composi¢do de BT da presente
invencdo e monitorando o proliferagao celular apds o referido contato.
Por exemplo, em uma cultura liquida, as bactérias podem ser prolife-

radas para uma densidade 6ptica ("OD") representativa de um ponto
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intermediario em crescimento exponencial da cultura; a cultura é ex-
posta a uma ou mais concentracbes de um ou mais compostos de BT
da presente invencgao, ou variantes dos mesmos, e a OD é monitorada
em relagdo a uma cultura de controle. A OD diminuida em relagéo a
uma cultura de controle é representativa de atividade antibacteriana
(por exemplo, exibe atividade de exterminio litico). De modo similar,
permite-se que as coldnias bacterianas se formem em uma placa de
agar, a placa exposta a uma composicao de BT da presente invengéo,
ou variantes da mesma, e proliferacdo subsequente das colbnias ava-
liadas em relag&o a placas de controle. O tamanho diminuido de col6-
nias, ou numeros totais diminuidos de col6nias, indicam atividade anti-
bacteriana.

[0098] "Biofilme" se refere a qualquer consorcio sintréfico de mi-
cro-organismos em que as ceélulas aderem umas as outras e também
frequentemente a uma superficie. Estas células aderentes se tornam
embebidas de uma matriz extracelular pegajosa que € composta de
substancias poliméricas extracelulares (EPS). Mediante a formacao de
biofilmes, a resisténcia microbiana a antibidticos & até 1.000 vezes
maior em comparagao com aquela de bacterianas plancténicas. Os
agregados bacterianos sao agrupamentos de células lateralmente ali-
nhadas que podem iniciar o desenvolvimento de biofilme, que tem uma
estrutura 3D mais complexa e densa. Em algumas modalidades, o bio-
filme pode compreender uma ou mais espécies de bactérias (por
exemplo, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus) e/ou
um ou mais filos diferentes (por exemplo, bactérias, virus e fungos).
[0099] Conforme usado no presente documento, a discussao de
patdgenos bacterianos ou fungicos também abrange qualquer micrébio
(bactérias e/ou fungos) que contribui para o estado patolégico nos
pulmdes. Isto inclui tanto os micrébios reconhecidos quanto n&o reco-

nhecidos, e também podem incluir as bactérias ou fungos que néo séo
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patdgenos, mas que facilitam simplesmente a atividade e a presenca
de patdégenos e seus biofilmes. Como exemplo, as modalidades direci-
onadas a inibicdo de viabilidade celular ou proliferagao celular de célu-
las plancténicas do patdgeno bacteriano ou fungico também estendem
a inibicao de viabilidade celular ou proliferacéo celular de células plan-
ctbnicas dos micrébios bacterianos e/ou fungicos que simplesmente
facilitam a atividade e a presenca de patdgenos e seus biofilmes.
[00100] "“"Superficie de via respiratoria" e "superficie pulmonar”, con-
forme usado no presente documento, incluem superficies de via respi-
ratoria pulmonar, como os brénquios e bronquiolos, superficies alveo-
lares, e superficies nasais e sinusais.

[00101] "Solugao salina", conforme usado no presente documento,
se refere a uma solugdo compreendida de, que consiste em, ou que
consiste essencialmente em cloreto de sédio na agua. A solugao sali-
na pode ser hipertdnica, isotdnica ou hipoténica. Em algumas modali-
dades, a solugao salina pode compreender cloreto de sdédio em uma
quantidade de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 40% em
peso, ou qualquer faixa na mesma, como, mas sem limitacéo, cerca de
0,1% a aproximadamente 10%, aproximadamente 0,5% a aproxima-
damente 15%, aproximadamente 1% a aproximadamente 20%, apro-
ximadamente 5% a aproximadamente 25%, aproximadamente 10% a
aproximadamente 40%, ou aproximadamente 15% a aproximadamen-
te 35% em peso (em mg/100 ml). Em certas modalidades, o cloreto de
sodio esta incluido em uma solugdo em uma quantidade de aproxima-
damente 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9%, 1%,
2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%,
16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%,
28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%,
40% em peso (em mg/100 ml), ou qualquer faixa na mesma.

[00102] "Solucao salina hipertbnica", conforme usado no presente

Peticdo 870210031377, de 06/04/2021, pag. 76/367



26/275

documento, se refere a uma solugdo compreendida de, que consiste
em, ou que consiste essencialmente em superior a 0,9% em peso de
cloreto de s6dio em agua. Em geral, o cloreto de sodio esta incluido na
solucdo em uma quantidade de aproximadamente 0,9% a aproxima-
damente 40% em peso, ou qualquer faixa ha mesma, como, mas sem
limitagdo, aproximadamente 1% a aproximadamente 15%, aproxima-
damente 5% a aproximadamente 20%, aproximadamente 5% a apro-
ximadamente 25%, aproximadamente 10% a aproximadamente 40%,
ou aproximadamente 15% a aproximadamente 35% em peso. Em cer-
tas modalidades, cloreto de sddio esta incluido na solucdo em uma
quantidade de aproximadamente 0,9%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%,
8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%,
20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%,
32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40% em peso, ou qual-
quer faixa nos mesmos.

[00103] "Solugédo salina hipotonica", conforme usado no presente
documento, se refere a uma solugdo compreendida de, que consiste
em, ou que consiste essencialmente em inferior a 0,9% em peso de
cloreto de sédio na agua. Em algumas modalidades, cloreto de sodio €
incluido na solugdo em uma quantidade de aproximadamente 0,9%,
0,8%, 0,7%, 0,6%, 0,5%, 0,4%, 0,3%, 0,2%, 0,1% em peso, ou qual-
quer faixa na mesma.

[00104] "Solugao salina isotbnica", conforme usado no presente do-
cumento, se refere a uma solugdo compreendida de, que consiste em,
ou que consiste essencialmente em 0,9% em peso de cloreto de sodio
na agua.

[00105] De acordo com algumas modalidades, solu¢ao salina (por
exemplo, solugédo salina hipertdnica) pode incluir um excipiente. Um
excipiente pode ser um excipiente farmaceuticamente aceitavel. "Far-

maceuticamente aceitavel" conforme usado no presente documento
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significa que o composto ou composicao € adequado para administra-
¢ao a um individuo para alcangar os tratamentos descritos no presente
documento, sem efeitos colaterais prejudiciais indevidos em luz da
gravidade da doenga e necessidade do tratamento. Os excipientes
exemplificativos incluem, mas sem limitacdo, um tampao e/ou um
agente de tamponamento (por exemplo, um anion, um cation, um
composto organico, um sal, etc.). Os tampdes exemplificativos inclu-
em, mas sem limitacdo, tampdes a base de acido carbdnico/carbo-
nato/bicarbonato, tampdes a base de hidrogenoftalato dissédico/di-
hidrogeno-ortofosfato sédico, tampdes a base de tris(hidroximetil) ami-
nometano/acido cloridrico, tampdes a base de barbitone sddico/acido
cloridrico, e qualquer combinacdo dos mesmos. Os agentes tampo-
nantes exemplificativos incluem, mas sem limitagdo, acido carbénico,
carbonato, bicarbonato, hidrogenoftalato dissédico, di-hidrogeno-orto-
fosfato sédico, tris(hidroximetil)Jaminometano, acido cloridrico, barbito-
ne sédico, CO2 dissolvido (por exemplo, CO2 formulado em um pH su-
perior a 6,6), e qualquer combinagao dos mesmos. Em certas modali-
dades, solugao salina compreende um excipiente de tampao bicarbo-
nato, como um anion bicarbonato (HCO3). Em algumas modalidades,
solugao salina hipertdénica pode incluir bicarbonato de sédio, carbonato
de sddio, acido carbdnico, e/ou CO2 dissolvido formulado em um pH de
superior a 6,5. Os ingredientes adicionais podem ser incluidos confor-
me desejavel dependendo da condic&o particular em tratamento, con-
forme discutido adicionalmente abaixo.

[00106] Conforme usado no presente documento, o termo "diametro
volumétrico médio" ou "VMD" de um aerossol € o didmetro de tamanho
de particula identificado de modo que metade da massa das particulas
de aerossol seja contida nas particulas com diametro maior do que o
VMD, e metade da massa das particulas de aerossol seja contida nas

particulas com didametro menor do que o VMD. VMD ¢ tipicamente
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medido por difracdo de laser.

[00107] "Diametro aerodinamico mediano de massa" ou "MMAD" é
uma medida do tamanho aerodinamico de uma particula de aerossol
dispersa. O didametro aerodinamico € usado para descrever uma parti-
cula submetida a aerossolizagdo em termos de seu comportamento de
repouso, e € o didmetro de uma esfera de densidade unitaria que tem
a mesma velocidade de sedimentagcao, geralmente no ar, como a par-
ticula em questdo. O diametro aerodinamico abrange o formato de par-
ticula, densidade e tamanho fisico de uma particula. Conforme usado
no presente documento, MMAD se refere ao ponto intermediario ou
meédio da distribuicdo de tamanho de particula aerodinamica de uma
particula submetida a aerossolizagao determinada por impacto de cas-
cata e/ou tempo de voo do laser e/ou impactador em cascata.

[00108] "Diametro médio de massa" ou "MMD" é uma medida de
tamanho médio de particula. Qualquer numero de técnicas comumente
empregadas pode ser usado para medir o tamanho médio de particula.
[00109] Conforme usado no presente documento, "D90" se refere
ao valor de 90% de diametro de particula (a microparticula ou particula
submetida a aerossolizagédo). Por exemplo, se D90 = 1 ym, 90% das
particulas sdo menores do que 1 um. De modo similar, "D80" se refere
aos 80% de valor de didametro de particula (a microparticula ou particu-
la submetida a aerossolizagao), "D70" se refere aos 70% de valor de
diametro de particula (a microparticula ou particula submetida a ae-
rossolizagao), "D60" se refere aos 60% de valor de didametro de parti-
cula (a microparticula ou particula submetida a aerossolizacéo), "D50"
se refere aos 50% de valor de didmetro de particula (a microparticula
ou particula submetida a aerossolizagao), "D40" se refere aos 40% de
valor de didmetro de particula (a microparticula ou particula submetida
a aerossolizagao), "D30" se refere aos 30% de valor de diametro de

particula (a microparticula ou particula submetida a aerossolizagao),
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"D20" se refere aos 20% de valor de didametro de particula (a micropar-
ticula ou particula submetida a aerossolizacédo), "D10" se refere aos
10% de valor de didmetro de particula (a microparticula ou particula
submetida a aerossolizag&o).

[00110] Conforme usado no presente documento, "monodisperso”
se refere a uma coletanea de particulas (dispersdo a granel ou de ae-
rossol) que compreende particulas de um MMD e/ou MMAD e/ou VMD
substancialmente uniformes.

[00111] Conforme usado no presente documento, o termo "eficién-
cia de deposigcao" se refere a porcentagem da dose distribuida que é
depositada na area de interesse. Desse modo, a eficiéncia de deposi-
cao de um método e/ou sistema para distribuir um medicamento sub-
metido a aerossolizagdo nos pulmdes é a quantidade em massa do
aerossol depositado nos pulmdes divididos pela quantidade total do
aerossol distribuida pelo sistema para as narinas.

[00112] Conforme usado no presente documento, "substancialmen-
te" ou "substancial" se refere a extensdo completa ou quase completa
ou grau de uma acao, caracteristica, propriedade, estado, estrutura,
item, ou resultado. Por exemplo, um objeto que é "substancialmente"
envolvido significaria que o objeto estd completamente envolvido ou
quase completamente envolvido. O grau permissivel exato de desvio
de totalidade absoluta pode, em alguns casos, depender do contexto
especifico. Entretanto, de modo geral, a proximidade de conclusao se-
ra tal que tera o mesmo resultado geral se a completacdo absoluta e
total for obtida. O uso de "substancialmente" & igualmente aplicavel
qguando usado em uma conotagao negativa para se referir a falta com-
pleta ou proxima de acéo, caracteristica, propriedade, estado, estrutu-
ra, item, ou resultado. Por exemplo, uma composi¢cao que é "substan-
cialmente livre de" outros agentes ativos nao teria completamente ou-

tros agentes ativos, ou quase nao teria completamente outros agentes
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ativos cujo efeito seria o mesmo do que se nao tivesse completamente
outros agentes ativos. Em outras palavras, uma composi¢cdo que é
"substancialmente livre de" um ingrediente ou elemento ou outro agen-
te ativo pode ainda conter tal item enquanto ainda ndo houver efeito
mensuravel do mesmo.

METODOS DE USO

[00113] Fibrose cistica (CF), um disturbio recessivo autossémico, é
causada por deficiéncia funcional do canal de cloreto de membrana
plasmatica ativado por cAMP, regulador de condutancia transmembra-
nar de fibrose cistica (CFTR), que resulta em complicagcées pulmona-
res e outras.

[00114] Em pacientes com fibrose cistica, a auséncia ou disfungéo
de CFTR leva a disfungao de glandula exdcrina e uma doenga multis-
sistémica caracterizada pela insuficiéncia pancreatica e ma-absorgao,
assim como depuragao mucociliar anormal no pulmao, mucostase, in-
feccdo pulmonar crénica e inflamacéao, fungdo pulmonar diminuida e,
finalmente, falha respiratoria.

[00115] A perda de um canal de CFTR funcional na membrana
plasmatica rompe homeostase idnica e a hidratacdo de superficie de
via respiratoria que levam a fung¢ao pulmonar reduzida. O volume li-
quido periciliar reduzido e a viscosidade de muco aumentada impedem
que a depuracado mucociliar resulte em inflamacgao e infec¢ao crénica.
[00116] Em individuos saudaveis, a depuracédo de bactérias pulmo-
nares depende da acdo combinada de dois recursos anatomicos: (i) a
superficie apical ciliada do epitélio de via respiratéria e (ii)) uma cama-
da de muco que alinha o lumen de via respiratdria. Os cilios de via
respiratoria se chocam de modo sincrono, criando uma corrente esta-
vel que move continuamente a camada mucosa para cima, em diregao
a nasofaringe. A camada mucosa é bifasica, que consiste em uma

camada superior viscosa que serve para reter particulados e micro-
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organismos e uma

[00117] camada mais fluida inferior em que os cilios se chocam.
Quando funciona de modo normal, este sistema de depuracgéo retém
corpos estranhos no muco e carrega 0os mesmos subsequentemente
para a nasofaringe,

[00118] em que os mesmos sao expectorados e engolidos.

[00119] Entretanto, as caracteristicas de secrecdo anormais das
células de via respiratoria de CF devido ao desequilibrio ibnico causa-
do pela proteina de CFTR mutante alteram a viscosidade do fluido de
via respiratoria, de modo que a camada "periciliar" normalmente sero-
sa se torne mais espessa, inibindo a agao de elevador que que elimina
corpos estranhos. As bactérias sdo retidas na mucosa e resultam em
uma infec¢ao continua nos pulmdoes.

[00120] Os pacientes com CF produzem rotineiramente o esputo a
partir dos pulmdes através da tosse, auxiliado por outras terapias fisi-
cas designadas a liberar o muco dos pulmdes. Muitos dos organismos
que sao isolados de esputo de CF sao patégenos que colonizam de
modo frequente e benigno o trato respiratério superior (por exemplo,
H. influenzae nao tipavel) ou o nariz (por exemplo, S. aureus) ou sao
organismos ambientais comuns que se comportam como patdgenos,
apenas sob certas situagdes oportunisticas (por exemplo, P. aerugino-
sa). As bactérias diferentes e o nivel de infec¢do nos pulmdes podem
ser determinativos de sintomas do paciente com CF e resultados. Por
exemplo, a presenca de S. aureus e a auséncia de P. aeruginosa pre-
diz a sobrevivéncia a longo prazo em pacientes com CF apds a idade
de 18 anos. Além disto, o potencial para aumentar a colonizagao de P.
aeruginosa como uma consequéncia de supressao de infecgao por S.
aureus pode ser relevante para alguns pacientes.

[00121] De todas as bactérias que podem colonizar nos pulmdes de

pacientes com CF, infeccao cronica de via respiratéria por P. aerugi-
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nosa e a resposta inflamatéria acompanhante sao os problemas clini-
COs principais

[00122] para pacientes com CF hoje. Embora a quimioterapia de
antibidtico e a quimioprofilaxia tenham a morbidez e mortalidade pre-
coce reduzidas de pacientes com CF a partir desta infec¢do, a capaci-
dade intrinseca de

[00123] P. aeruginosa de desenvolver a resisténcia a muitos anti-
bidticos comumente usados contribui provavelmente para a incapaci-
dade de erradicar P. aeruginosa do pulmao de pacientes com CF’ e
permite finalmente que este microbio seja altamente problematico para
estes pacientes.

[00124] Os pacientes com CF podem adquirir P. aeruginosa em
seus tratos respiratorios em qualquer momento, com a maioria dos es-
tudos indicando que 70 a 80% pacientes com CF sao infectados por
sua adolescéncia. A infecgédo por P. aeruginosa provavelmente ocorre
inicialmente dentro dos primeiros 3 anos de vida. Apds o inicio de in-
feccdo crbnica, os pacientes experimentam exacerbagdes episodicas
que podem se beneficiar da quimioterapia de antibiético. A infecgao
pode resultar de contatos sociais ou pode ser adquirida por hospital,
mas a diversidade de clones de P. aeruginosa isolados de pacientes
com CF sugere que a maioria dos isolados clinicos se originam no
ambiente. Os pacientes com CF cronicamente infectados por P. aeru-
ginosa mostram um declinio de fungdo pulmonar mais abrupto (ex-
pressado como volume expiratério forcado em declinio de 1 segundo
(FEV1) ao longo do tempo), um numero superior de exacerbacgdes
pulmonares, mais admissdes hospitalares e mortalidade superior em
relagao a pacientes livres de P. aeruginosa. Os efeitos de P. aerugino-
sa sao mais severos se a infecgao cronica se desenvolver precoce-
mente.

[00125] As infecgbes de P. aeruginosa podem mudar ao longo do
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tempo para desenvolver um fenétipo mucoide, o que pode iniciar o es-
tagio de infecgao cronica de fibrose cistica. Os resultados de fendtipo
de mucoide resultam da producao bacteriana de um polissacarideo
conhecido tanto como alginoide quanto como exopolissacarideo mu-
coide (MEP) e tem uma fung&do importante em evasao bacteriana da
resposta imune de hospedeiro. O MEP/alginato em si pode promover a
sobrevivéncia bacteriana diante de efetores imunes hospedeiros. A
superproducao de alginato por P. aeruginosa € correlacionada ao ini-
cio de deterioragao significativa em fungdo pulmonar. Além disto, P.
aeruginosa pode se proliferar como um biofilme, o que aumenta a re-
sisténcia bacteriana a agao fagocitica e eficacia de antibidtico.

[00126] Os biofilmes bacterianos sao uma matriz de células que
aderem uma a outra e frequentemente a uma superficie, como uma
mucosa pulmonar. As células bacterianas se tornam embebidas em
uma matriz extracelular formada a partir de substancias poliméricas
extracelulares, como polissacarideos, proteinas, lipidios e DNA. As
células bacterianas de biofilme sao fisiologicamente diferentes do que
células planctdnicas nas quais um dentre varios genes sao diferenci-
almente regulados. Os biofilmes também podem ser mais resistentes a
antibiéticos dado o abrigo fornecido pela matriz. Biofilmes de P. aeru-
ginosa e outras bactérias que estéo presentes nos pulmdes de pacien-
tes com CF aumentam a dificuldade de gerenciamento e reducéo de
infeccdo bem-sucedidos. As combinacdes de bactérias relevantes de
CF que formam biofilmes de multiplas espécies que contém P. aerugi-
nosa demonstraram resisténcia, viruléncia e patogenicidade maiores
em relagdo aos biofilmes de espécie Unica comparaveis. A presenga
de tais biofiimes complexos nos pulmdes de pacientes com CF é con-
siderada como grandemente responsavel pela natureza persistente
crénica destas infecgdes pulmonares, que ndao sao responsaveis por

morbidez crdnica, continua e progressiva, mas também séao finalmente
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responsaveis pela mortalidade nesta populagéo.

[00127] Além de P. aeruginosa, outros patdégenos comumente en-
contrados em pulmdes de pacientes com CF incluem, mas sem limita-
¢ao,, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
warneri, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus milleri/anginous, Streptococcus pyogenes, mycobacte-
rium nao tuberculoso, Mycobacterium tuberculosis, Burkholderia spp.,
Achromobacter xylosoxidans, Pandoraea sputorum, Stenotrophomo-
nas maltophilia, Alcaligenes xylosoxidans, Haemophilus pittmaniae,
Serratia marcescens, Candida albicans, Candida albicans resistente a
farmacos, Candida glabrata, Candida krusei, Candida guilliermondii,
Candida auris, Candida tropicalis, Aspergillus niger, Aspergillus ter-
reus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Morganella morganii,
Inquilinus limosus, Ralstonia mannitolilytica, Pandoraea apista, Pando-
raea pnomenusa, Pandoraea sputorum, Bdellovibrio bacteriovorus,
Bordetella bronchiseptica, Vampirovibrio chlorellavorus, Actinobacter
baumanni, Cupriadidus metallidurans, Cupriavidus pauculus, Cupriavi-
dus respiraculi, Delftia acidivordans, Exophilia dermatitidis, Herbaspi-
rillum frisingense, Herbaspirillum seropedicae, Klebsiella pneumoniae,
Pandoraea norimbergensis, Pandoraea pulmonicola, Pseudomonas
mendocina, Pseudomonas pseudoalcaligenes, Pseudomonas putida,
Pseudomonas stutzeri, Ralstonia insidiosa, Ralstonia pickettii, Neisse-
ria gonorrhoeae, E. coli NDM-1 positiva, Enterobacter cloaca, E. fae-
cium resistente a vancomicina, E. faecalis resistente a vancomicina, E.
faecium, E. faecalis, S. agalactiae resistente a clindamicina, S. agalac-
tiae, Bacteroides fragilis, Clostridium difficile, Streptococcus pneumo-
nia, Moraxella catarrhalis, Haemophilus haemolyticus, Haemophilus
parainfluenzae, Chlamydophilia pneumoniae, Mycoplasma pneumoni-
ae, Atopobium spp., Sphingomonas spp., Saccharibacteria spp., Lepto-

trichia spp., Capnocytophaga, Oribacterium spp., Aquabacterium spp.,
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Lachnoanaerobaculum spp., Campylobacter spp., Acinetobacter spp.,
Agrobacterium spp., Bordetella spp., Brevundimonas spp., Chryse-
obacterium spp., Delftia spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Pan-
doraea spp., Pseudomonas spp., Ralstonia spp. e Prevotella spp.
[00128] Mycobacterium nao tuberculosos exemplificativos incluem,
mas sem limitagcdo, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium,
Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium
gordonae, Mycobacterium kansasii, complexo Mycobacterium avium
(MAC), complexo Mycobacterium abscessus (MABSC) Mycobacterium
marinum, Mycobacterium terrae e Mycobacterium cheloni.

[00129] Espécies exemplificativas de Burkholderia incluem, mas
sem limitacdo, Burkholderia cepacia, Burkholderia multivorans,
Burkholderia cenocepacia, Burkholderia stabilis, Burkholderia vietna-
miensis, Burkholderia dolosa, Burkholderia ambifaria, Burkholderia an-
thina, Burkholderia pyrrocinia, Burkholderia gladioli, Burkholderia ubo-
nensis, Burkholderia arboris, Burkholderia latens, Burkholderia lata,
Burkholderia metallica, Burkholderia seminalis, Burkholderia contami-
nans, e Burkholderia diffusa.

[00130] Em algumas modalidades, o patdogeno bacteriano € seleci-
onado dentre Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa
multirresistente, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus mul-
tirresistente, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Mycobac-
terium abscessus, Mycobacterium avium, Burkholderia cepacia,
Burkholderia multivorans, Burkholderia cenocepacia, Burkholderia do-
losa, Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia Sta-
phylococcus epidermidis, e Burkholderia viethamiensis. Em certas mo-
dalidades, o patdgeno bacteriano € selecionado dentre Haemophilus
influenzae, Pseudomonas aeruginosa, e Staphylococcus aureus. Em
certas modalidades, o patdogeno bacteriano é selecionado dentre bio-

filmes de Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cenocepacia, com-
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plexo Burkholderia cepacia, Mycobacterium abscessus, Mycobacte-
rium avium, Achromobacter spp., Staphylococcus epidermidis, Steno-
trophomonas maltophilia, e Staphylococcus aureus.

[00131] Em algumas modalidades, o patégeno bacteriano exibe re-
sisténcia a um ou mais antibidticos. S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) é um exemplo de uma cepa unicamente resistente que é dificil
de tratar em pacientes com CF e a populagdo em grande escala, en-
quanto cepas multirresistentes mais desafiadoras (MDR) podem ocor-
rer em bactérias, como P. aeruginosa e S. aureus. Por exemplo, um
patdgeno bacteriano pode se tornar resistente a padrées conhecidos
de cuidados com antibidtico, incluindo, mas sem limitacdo, amicacina,
aztreonam, meticilina, vancomicina, nafcilina, gentamicina, ampicilina,
cloramfenicol, doxiciclina e tobramicina. Em algumas modalidades, o
antibidtico resistente € amicacina, aztreonam ou tobramicina.

[00132] Tratamento repetido a longo prazo com antibidticos para
tratar infecgbes associadas a CF resulta tipicamente em desenvolvi-
mento de resisténcia a antibiotico, caracterizado pela presenca de bio-
filmes microbianos. A pesquisa recente demonstrou repetidamente
uma correlacéo entre bactérias multirresistentes (MDR), e capacidades
de formacéo de biofilme mais fortes, mais prolificas. O envolvimento
de biofilme no pulmao é considerado altamente imunogénico, acele-
rando o dano de pulmé&o estrutural. Adicionalmente, as bactérias em
biofiimes séo protegidas de antibidticos, o que aumenta a concentra-
cao inibidora maxima de tais antibidticos. Os biofilmes tendem a redu-
zir a atividade antimicrobiana de aminoglicosideos e antibi6ticos beta-
lactama tanto por mudanca do pH da mucosa respiratoria quanto atra-
vés da producao de enzimas beta-lactamase. O envolvimento de bac-
térias de formacao de biofiime em CF é correlacionado a funcéo pul-
monar diminuida e Qualidade de Vida reduzida, resposta diminuida a

terapia de antibiotico, exacerbagdes aumentadas, e, ao longo do tem-
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po, sobrevivéncia reduzida.

[00133] Em algumas modalidades, a composi¢ao de BT € adminis-
trada por inalagdo, por via oral ou nasal, com o0 uso de um dispositivo
de aerossol, como um nebulizador. Um nebulizador pode administrar a
composicédo de BT por via tdépica ao tecido de pulmao, o que pode in-
cluir a mucosa de pulmao, os alvéolos (por exemplo, alvéolos pulmo-
nares profundos), os brénquios e/ou os bronquiolos. Desse modo, em
algumas modalidades, a presente invencado fornece a administragao
da composicao de BT a regidao profunda do pulmio do pulmao (por
exemplo, os alvéolos pulmonares profundos). A administragdo tépica
local da composicdo de BT fornece diversas vantagens principais so-
bre terapias de antibiético sistémico. O termo "sistémico" se refere a
administracdo de um medicamento no sistema circulatério do individuo
de modo que a maior parte do corpo inteiro possa ser exposta. A ad-
ministragao sistémica de um medicamento pode ocorrer por via entéri-
ca (absorcao através do trato gastrointestinal, por exemplo, adminis-
tracdo oral) ou por via parentérica (absorgcédo através de injecao ou in-
fusao, por exemplo, por via intravenosa).

[00134] Os produtos anti-infecciosos sistémicos tém diversas des-
vantagens em relagdo ao tratamento de infecgdes localizadas, incluin-
do: (a) dificuldade em alcangar uma concentracido terapeuticamente
eficaz no sitio de infeccéo local, particularmente no caso de infecgdes
associadas a localizagdes topicas, como vias respiratorias pulmona-
res, (b) efeitos téxicos ndo pretendidos frequentes em sistemas de 6r-
gao expostos através da circulagao sistémica, e (c) geracdo aumenta-
da de bactérias resistentes ao antibiético como um resultado da expo-
sicdo espalhada da flora normal do corpo ao agente anti-infeccioso, (d)
resultante em probabilidade maior de transmissao de tais bactérias
resistentes a antibidtico a outras como resultado de exposicao susten-

tada/repetida a longo prazo do complemento do corpo inteiro de flora
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normal e (e) preservagao reduzida da influéncia benéfica da flora nor-
mal saudavel através do corpo devido a exposicao sistémica extensi-
va.

[00135] Na Figura 11, concentracao plasmatica é representada por
um farmaco dosado por via oral e pulmonar. A dosagem oral (A) pode
resultar em concentragdes plasmaticas superiores que podem levar a
toxicidade e exposicdo entre pacientes variada (absorgcédo variavel e
depuracéo hepatica de primeira passagem variavel) ou interacdes far-
maco-farmaco. A exposi¢ao plasmatica superior € necessaria para al-
cancar a exposicao terapéutica nos pulmdes. Em contraste, a dosa-
gem inalada para indicagdes pulmonares topicas necessita de uma
dose total inferior para alcangar uma MIC eficaz, o que resulta em ex-
posicao sistémica significativamente menor. A dosagem inalada (B)
alcanga concentragdes locais superiores no pulm&o que excede signi-
ficativamente a MIC do farmaco por um longo periodo de tempo. Devi-
do a distribuicao de altas concentracbes de farmaco diretamente ao
pulmao, as concentracdes pulmonares alcangadas que seguem a ina-
lacdo podem exceder grandemente aquelas alcangadas por dosagem
oral. A partir da experiéncia anterior com antibi6ticos inalados, a con-
centracao pulméo de farmaco mediante inalacdo € >100x superior me-
diante a administracao sistémica/oral da mesma dose.

[00136] Em algumas modalidades, que um ou mais dentre os se-
guintes sintomas (por exemplo, sintomas relacionados a fibrose cisti-
ca) tém a gravidade atenuada no individuo: tosse, respiragao ofegante,
falta de ar, bronquiectasia, pdlipos nasais, hemoptise, insuficiéncia
respiratéria e exacerbacao pulmonar. As infec¢des relacionadas a fi-
brose nao cistica também podem ser atenuadas em gravidade. A Figu-
ra 11 demonstra as diferencas em gravidade e eficacia de efeito cola-
teral de um antibidtico inalado vs. um distribuido por via sistémica.

Desse modo, as formulacdes inaladas das composicdes de BT descri-
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tas no presente documento fornecem um tratamento antibiético mais
alvejado e eficaz do que uma formulagao correspondente administrada
por via sistémica.

[00137] Os compostos de BT sao o produto de farmaco de molécula
pequena antimicrobiana de espectro amplo (e antibiofiime) para o tra-
tamento de infecgbes cronicas pulmonares potencialmente letais se-
cundarias a CF. Sua eficacia se estende aos patdgenos resistentes a
antibiotico Gram positivo incluindo Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA, incluindo [CA]-MRSA associado a comunidade),
Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina (MRSE), e Entero-
coccus resistente a vancomicina (VRE). Os compostos de BT também
sdo potentes contra patégenos Gram-negativos multirresistentes
(MDR) incluindo Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae (incluindo, em todas as bactérias mencionadas acima,
cepas resistentes a carbapenem), e Acinetobacter baumannii.

[00138] Os compostos de BT tém a capacidade dupla de superar a)
um espectro muito diversificado de perfis de resisténcia a antibidtico
(devido a evolugao/diversificagdo acionada por persisténcia, tempo e
isolamento em muitas regides anatdbmicas através das vias respirato-
rias pulmonares), e b) biofilmes resistentes a antibidtico e MDR.
[00139] Sao descritos no presente documento métodos para tratar,
gerir ou atenuar a gravidade de sintomas de fibrose cistica (CF) e in-
feccbes em um individuo, em que o método compreende administrar
ao individuo uma composi¢cdo de bismuto-tiol (BT) que compreende
pelo menos um composto de BT. Também sao descritos no presente
documento métodos para tratar, gerir ou atenuar a gravidade dos sin-
tomas e infecgbes associados a uma ou mais doengas pulmonares ou
infeccdes em um individuo, incluindo doengas nao associadas a CF,
em que o método compreende administrar ao individuo de uma com-

posicao de bismuto-tiol (BT) que compreende pelo menos um compos-
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to de BT. Em algumas modalidades, o individuo tem pelo menos uma
infeccdo pulmonar, como uma infecgdo pulmonar relacionada a CF.
Em outras modalidades, o individuo tem pelo menos duas infecgcdes
pulmonares e as infecgdes sao concomitantes ou sucessivas em or-
dem. As infecgdes pulmonares podem ser causadas pelo mesmo pa-
tdgeno microbiano e serem localizadas em dois pulmdes diferentes, ou
I6bulos do pulmao. Em outras modalidades, as infec¢gdes pulmonares
podem ser causadas por patdégenos microbianos diferentes e serem
localizados no mesmo pulmao, ou Iébulo do pulmao. Em algumas mo-
dalidades, a infec¢gao pulmonar estd em um pulmao, enquanto em ou-
tros a mesma esta presente em ambos os pulmdes. Em certas modali-
dades, a infeccdo pulmonar esta em um ou mais dos trés l6bulos do
pulmao direito. Em outras modalidades, a infecgao pulmonar é em um
ou ambos os lébulos do pulm&o esquerdo. Qualquer combinagao de
um ou mais patégenos microbianos, quantidade de patdgeno microbi-
ano, e localizagao de infeccdo no pulméao é contemplada com o termo
"infeccdo pulmonar". Em algumas modalidades, a infec¢gao pulmonar é
uma infeccéo por bronquiectasia, pneumonia, febre do vale, aspergilo-
se broncopulmonar alérgica (ABPA), pneumonia associada a ventila-
¢ao mecanica, pneumonia adquirida em hospital, pneumonia adquirida
na comunidade, traqueobronquite associada a ventilagdo mecanica,
infeccdo do trato respiratério inferior, Mycobacterianao tuberculosa,
antraz, legionelose, coqueluche, bronquite, bronquiolite, infeccdo as-
sociada a DPOC e pés-transplante pulmonar. Em algumas modalida-
des, a infecgdo pulmonar € uma infeccéo por bronquiectasia.

[00140] Em algumas modalidades, a infec¢do pulmonar contém um
ou mais patégenos bacterianos ou fungicos. Em algumas modalida-
des, os métodos descritos compreendem tratar a infecgdo pulmonar
relacionada a CF. Em algumas modalidades, os métodos descritos

compreendem gerir a infecgdo pulmonar relacionada a CF. Em algu-
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mas modalidades, os métodos descritos compreendem atenuar a gra-
vidade da infec¢cdo pulmonar relacionada a CF.

[00141] Em algumas modalidades, os métodos da presente inven-
cao podem incluir tratar, gerir ou atenuar a gravidade de sintomas e
infecgcdes associados a uma ou mais doencas ou infecgcdes pulmona-
res em um individuo administrando-se ao individuo uma composicéo
de bismuto-tiol (BT) que compreende pelo menos um composto de BT.
Em uma modalidade especifica, o composto € BisEDT.

[00142] Em certas modalidades, a infec¢do pulmonar esta localiza-
da em ou sobre a pulmao mucosa, os brénquios e/ou os bronquiolos.
Em outras modalidades, a infecgao pulmonar esta localizada na super-
ficie ou dentro de um biofilme bacteriano, bactérias agregadas, um bio-
filme fungico ou fungos agregados. Em algumas modalidades, a infec-
¢ao pulmonar esta localizada no esputo em que a infecgdo pulmonar
envolve e esta, pelo menos em parte, presente nas camadas muco-
sas/de esputo associadas aos pulmdes. Em certas modalidades, o pa-
tégeno bacteriano compreende uma ou mais bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas. O patégeno bacteriano pode compreender um ou
mais dentre um biofilme bacteriano e bactérias planctdénicas. Em al-
gumas modalidades, o patégeno fungico compreende um ou mais den-
tre um biofilme fungico e fungos plancténicos. Em certas modalidades,
o fungo patogénico é Candida albicans, Candida albicans resistente a
farmaco, Candida glabrata, Candida krusei, Candida quilliermondii,
Candida auris, Candida tropicalis, Aspergillus niger, Aspergillus ter-
reus, Aspergillus fumigatus e/ou Aspergillus flavus.

[00143] Em algumas modalidades, o método compreende pelo me-
nos um dentre: (i) reduzir o biofilme microbiano (por exemplo, bacteri-
ano ou fungico), (ii) conferir a proliferagao do biofilme microbiano (por
exemplo, bacteriano ou fungico), e (iii) prevenir a reforma do biofilme

microbiano (por exemplo, bacteriano ou fungico). Em outras modalida-
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des, a composicao de BT trata, gere ou atenua a gravidade da infec-
¢ao pulmonar por um ou mais dentre:

- prevencgao da infeccao pelo patégeno bacteriano ou fungi-
co; - prevencgao de elaboracao ou secrecao de exotoxinas do patdégeno
bacteriano ou fungico;

- reducao do patégeno bacteriano ou fungico (por exemplo,
conforme medido por quantidade ou titulo);

- inibicdo de viabilidade celular ou proliferagao celular de
células plancténicas (por exemplo, substancialmente todas as células)
do patégeno bacteriano ou fungico;

- inibicao de formacao de biofilme pelo patégeno bacteriano
ou fungico;

- inibicao de viabilidade de biofilme ou proliferagao de bio-
filme de células de formacao de biofilme (por exemplo, substancial-
mente todas as células) do patégeno bacteriano ou fungico; e

- reducgao da viscosidade do esputo.

[00144] Em algumas modalidades, a composigao de bismuto-tiol
compreende uma pluralidade de microparticulas que compreendem
um composto de bismuto-tiol (BT), em que substancialmente todas as
ditas microparticulas tém um diametro volumétrico médio de aproxi-
madamente 0,4 ym a aproximadamente 5 ym, e em que o composto
de BT compreende bismuto ou um sal de bismuto e um composto que
contém tiol. Em algumas modalidades, o sal de bismuto é nitrato de
bismuto, subnitrato de bismuto, ou cloreto de bismuto. Em algumas
modalidades, o composto que contém tiol compreende um ou mais
agentes selecionados dentre 1,2-etano ditiol, 2,3-dimercaptopropanal,
piritiona, ditioeritritol, 3,4-dimercaptotolueno, 2,3-butanoditiol, 1,3-
propanoditiol, 2-hidroxipropanotiol, 1-mercapto-2-propanol, ditioeritritol,
ditiotreitol, cisteamina e acido alfa-lipoico. Em algumas modalidades,
pelo menos 60%, 65%, 70, 75%, 80%, 90%, ou 95% das microparticu-
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las tém um diametro meédio volumétrico de aproximadamente 0,4 um a
aproximadamente 3 ym, ou de aproximadamente 0,5 um a aproxima-
damente 2 ym, ou de aproximadamente 0,7 ym a aproximadamente 2
Mm, ou de aproximadamente 0,8 pm a aproximadamente 1,8 ym, ou
de aproximadamente 0,8 um a aproximadamente 1,6 um, ou de apro-
ximadamente 0,9 uym a aproximadamente 1,4 ym, ou de aproximada-
mente 1,0 ym a aproximadamente 2,0 ym, ou de aproximadamente 1,0
Mm a aproximadamente 1,8 ym, ou quaisquer faixas estreitas entre as
faixas especificas descritas acima.

[00145] Em algumas modalidades dos meétodos presentemente
descritos, pelo menos 60%, 65%, 70, 75%, 80%, 90%, ou 95% das
microparticulas tém um didametro meédio volumétrico de aproximada-
mente 0,6 ym a aproximadamente 2,5 ym. Em algumas modalidades,
substancialmente todas as microparticulas tém um VMD de aproxima-
damente 0,6 ym a aproximadamente 2,5 ym. Em algumas modalida-
des, pelo menos 70% das particulas submetidas a aerossolizagdo tém
um MMAD de aproximadamente 0,9 ym a aproximadamente 3 um. Em
algumas modalidades, a composi¢cdo € uma suspensao de microparti-
culas que tém um didmetro volumétrico médio (VMD) de aproximada-
mente 0,6 ym a aproximadamente 2,5 pm e/ou um didmetro aerodi-
namico mediano de massa (MMAD) de aproximadamente 0,9 pm a
aproximadamente 3 pm. Em algumas modalidades, a composi¢ao de
bismuto-tiol compreende uma pluralidade de microparticulas que com-
preendem um composto de bismuto-tiol (BT), em que substancialmen-
te todas as ditas microparticulas tém um diadmetro volumétrico medio
de aproximadamente 0,4 um a aproximadamente 5 ym, e em que o
composto de BT compreende bismuto ou um sal de bismuto e um
composto que contém tiol.

[00146] Em algumas modalidades, a composi¢ao de BT compreen-

de um ou mais compostos de BT selecionados dentre
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bismuto-2,3-dimercaptopropanol (razdo molar 2:3, BisBAL)

bismuto-ditioeritritol (razdo molar 2:3, BisERY)

bismuto-4-metil-1,2-benzenoditiol (razdo molar 2:3, BisTOL)

bismuto-2,3-butanoditiol (BisBDT)

bismuto-2,3-butanoditiol, N-6xido de 2-mercaptopiridina (raz&o molar 2:1:2, BisBDT/PYR)

bismuto-2,3-dimercaptopropanol, N-6xido de 2-mercaptopiridina (razdo molar 2:1:2, Bis-
BAL/PYR)

bismuto-1,2-etanoditiol, N-6xido de 2-mercaptopiridina (raz&o molar 2:1:2, BisEDT/PYR)

bismuto-4-metil-1,2-benzenoditiol, N-6xido de 2-mercaptopiridina (raz&o molar 2:1:2, Bis-
TOL/PYR)

bismuto-1,3-propanoditiol, N-6xido de 2-mercaptopiridina (razdo molar 2:1:2, Bis-
PDT/PYR)

bismuto-ditioeritritol, N-6xido de 2-mercaptopiridina (razédo molar 2:1:2, BisERY/PYR)

bismuto-1-mercapto-2-propanol, 1,2-etanoditiol (razao molar 1:1:1, BisHPT/EDT)

bismuto com etanoditiol e 2-mercaptobenzoimidazol (BisEDT/2MBI (1:1))

bismuto com etanoditiol e 2-mercaptopirimidina (BisEDT/SPN (2MPMD) (1:1))

bismuto com etanoditiol e 3-mercapto-1,2,4-triazol (BisEDT/3MTZ (1:1))

bismuto com etanoditiol e 1-propanotiol (BisEDT/PT (1:1))

bismuto com etanoditiol e cisteamina (BisEDT/CSTMN (1:1))

bismuto com etanoditiol e acido 3-mercaptopropiénico (BisEDT/3MPA (1:1))

bismuto com acido lipoico (reduzido) (BisALA (BisLipo) (1:1,5))

bismuto com N-Oxido de 2-mercaptolpiridina e 2-mercaptobenzoimidazol (BisPYR/2MBI
(1:1))
bismuto com N-6xido de 2-mercaptolpiridina e cisteamina (BisPYR/CSTMN (1:1))

bismuto com 2,3-dimercapto-1-propanol e 2-mercaptobenzoimidazol (BisBAL/2MBI (1:1))

bismuto com 2,3-dimercapto-1-propanol e cisteamina (BisBAL/CSTMN (1:1))

bismuto com 3,4 dimercapto tolueno e 2-mercaptobenzoimidazol (BisTOL/2MBI (1:1))

bismuto com 3,4 dimercaptotolueno e cisteamina (BisTOL/CSTMN (1:1))

bismuto com 2-mercaptopiridina (BisEDT/MPYR)

[00147] Em algumas modalidades, a composi¢ao de BT compreen-
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de um ou mais compostos de BT selecionados dentre Bis-BAL, Bis-
EDT, Bis-dimercaprol, Bis-DTT, Bis-2-mercaptoetanol, Bis-DTE, Bis-
Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, Bis-PDT, Bis-Pyr/Bal, Bis-Pyr/BDT, Bi-
sPyr/EDT, Bis-Pyr/PDT, Bis-Pyr/Tol, Bis-Pyr/Ery, bismuto-1-mercapto-
2-propanol, e Bis-EDT/2-hidroxi-1-propanotiol. Em outras modalidades, o
composto de BT € selecionado dentre um ou mais de Bis-EDT, Bis-Bal,
Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, ou Bis-EDT/2-hidroxi-1-propano tiol.
Conforme usado no presente documento, MB-1B3 (ou MB-1-B3) se
refere a BisEDT; MB-6 se refere a BisBDT; MB-8-2 se refere a Bis-
BDT/PYR; e MB-11 se refere a BisEDT/PYR.

[00148] Em algumas modalidades, o composto de bismuto-tiol é

BisEDT, que tem a seguinte estrutura:

5
ig.s%s_di?
CeH12Biz8g
MW 594,48
TRATAMENTOS DE COMBINAGAO
[00149] Em certas modalidades, os compostos descritos no presen-
te documento podem ser usados individualmente ou conjuntamente
administrados com outro tipo de agente terapéutico. Conforme usado
no presente documento, a expressao "administragao conjunta" se refe-
re a qualquer forma de administragao de dois ou mais compostos tera-
péuticos diferentes de modo que o segundo composto seja adminis-
trado enquanto o composto terapéutico anteriormente administrado
ainda seja eficaz no corpo (por exemplo, os dois compostos sdo simul-
taneamente eficazes no individuo). Por exemplo, os compostos tera-
péuticos diferentes podem ser administrados na mesma formulagao ou
em uma formulagdo separada, concomitante ou sequencialmente. Em
certas modalidades, os compostos terapéuticos diferentes podem ser

administrados em uma hora, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas,
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72 horas, ou uma semana de intervalo. Desse modo, um individuo que
recebe tal tratamento pode se beneficiar de um efeito combinado de
compostos terapéuticos diferentes.

[00150] Em certas modalidades, a administragdo conjunta de com-
postos da invencdo com um ou mais agentes terapéuticos adicionais
fornece a eficacia melhorada em relagdo a cada administragéo indivi-
dual do composto da invengao ou 0 um ou mais agentes terapéuticos
adicionais. Em certas tais modalidades, a administragdo conjunta for-
nece um efeito aditivo ou efeito sinérgico, em que um efeito aditivo se
refere a soma de cada um dos efeitos de administragao individual do
composto da invengcdo e o um ou mais agentes terapéuticos adicio-
nais. Em algumas modalidades, o individuo recebe a administragéo
conjunta de uma terapia para outra doenca, disturbio, ou afecgdo. Em
algumas modalidades, a outra terapia € um modulador ou broncodila-
tador de CFTR.

[00151] Em algumas modalidades, os métodos da presente inven-
cao compreendem adicionalmente coadministrar ou administrar em
conjunto ao individuo um antibiético selecionado dentre amicacina, to-
bramicina, gentamicina, piperacilina, mezlocilina, ticarcilina, imipenem,
ciprofloxacina, ceftazidima, aztreonam, ticaricilina-clavulanato, dicloxa-
cilina, amoxicilina, ticarcilina-clavulanato, trimetoprim-sulfametoxazol,
cefalexina, piperacilina-tazobactam, linezolida, daptomicina, vancomi-
cina, metronidazol, clindamicina, colistina, tetraciclina, levofloxacina,
amoxicilina e acido clavulanico (Augmentin®-cloxacilina, dicloxacilina,
cefdinir, cefprozil, cefaclor, cefuroxima, eritromicina/sulfisoxazol, eri-
tromicina, claritromicina, azitromicina, doxiciclina, minociclina, tigecicli-
na, imipenem, meropenem, colistimetato/colistina®meticilina, oxacilina,
nafcilina, carbenicilina, azlocilina, piperacilina e tazobactam (Zosyn®,
cefepima, etambutol, rifampicina, e meropenem. Em algumas modali-

dades, o antibidtico é selecionado dentre meropenem, ceftazidima, to-
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bramicina, amicacina, aztreonam, ciprofloxacina, colistina e levofloxa-
cina.

[00152] Em certas modalidades da presente invencao, os agentes
terapéuticos que podem ser conjuntamente administrados com com-
postos da invencdo, como um composto de bismuto-tiol, incluem anti-
bidticos conhecidos. Em algumas modalidades, o antibiético € selecio-
nado dentre meticilina, vancomicina, nafcilina, gentamicina, ampicilina,
cloramfenicol, doxiciclina, colistina, amicacina, aztreonam, e tobramici-
na. Em algumas modalidades, o antibiotico € selecionado dentre to-
bramicina, imipenem, tetraciclina e minociclina. Em algumas modali-
dades, o antibidtico € administrado de modo sistémico apds a cirurgia
de revisao. Em algumas modalidades, o antibiotico € administrado an-
tes da cirurgia de revisdo. O agente terapéutico conjuntamente admi-
nistrado, como um antibiético, pode ser administrado com qualquer
frequéncia adequada e em qualquer dosagem adequada. Tal quanti-
dade e frequéncia de dosagem podem ser determinadas por aqueles
de habilidade comum na técnica.

[00153] Em certas modalidades, os compostos de BT da invengéo
podem ser conjuntamente administrados com um ou mais outros com-
postos de BT da invengao. Ademais, tais combinagdes podem ser con-
juntamente administradas com outros agentes terapéuticos.
COMPOSICOES FARMACEUTICAS

[00154] As composicbes e os métodos da presente invengcao po-
dem ser utilizados para tratar um individuo que necessita do mesmo.
Em certas modalidades, o individuo € um mamifero, como um ser hu-
mano, ou um mamifero ndo humano. Quando administrado ao indivi-
duo, como um ser humano, a composi¢cao ou o composto é preferenci-
almente administrado como uma composi¢cao farmacéutica que com-
preende, por exemplo, um composto da invencdo e um carreador far-

maceuticamente aceitavel. Os carreadores farmaceuticamente aceita-
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veis sdo bem conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, solucdes
aquosas, como agua, solucao salina fisiologicamente tamponada, fos-
fato fisiologicamente tamponado, ou outros solventes ou veiculos, co-
mo glicdis, glicerol, 6leos, como oOleo de oliva, ou ésteres organicos
injetaveis. Em algumas modalidades, quando tais composi¢cdes farma-
céuticas sdo para administracdo humana, a solugdo aquosa ¢€ livre de
pirogénio, ou substancialmente livre de pirogénio. Os excipientes po-
dem ser escolhidos, por exemplo, para efetuar a liberagdo atrasada de
um agente ou para alvejar seletivamente uma ou mais células, tecidos
ou orgaos. A composigcao farmacéutica pode estar em forma unitaria
de dosagem, como lidfilo para reconstituicdo, pd, solucdo, xarope, in-
jecédo ou semelhantes. A composicdo também pode estar presente em
uma solugao adequada para administracéo topica.

[00155] Um carreador farmaceuticamente aceitavel pode conter
agentes fisiologicamente aceitaveis que atuam, por exemplo, para es-
tabilizar, aumentar a solubilidade ou aumentar a absor¢cido de um com-
posto, como um composto da invencdo. Tais agentes fisiologicamente
aceitaveis incluem, por exemplo, carboidratos, como glicose, sacarose,
ou dextranos; antioxidantes, como acido ascorbico ou glutationa; agen-
tes quelantes; proteinas de baixo peso molecular; sais; ou outros esta-
bilizantes ou excipientes. A escolha de um carreador farmaceutica-
mente aceitavel, incluindo um agente fisiologicamente aceitavel, de-
pende, por exemplo, da via de administracdo da composicao. A prepa-
racao ou composicao farmacéutica pode ser um sistema de distribui-
cao de farmaco autoemulsificante ou um sistema de distribuicao de
farmaco automicroemulsificante. A composicao farmacéutica (prepara-
¢cao) também pode ser um lipossomo ou outra matriz polimérica, que
pode ter incorporadona mesma, por exemplo, um composto da inven-
cao. Lipossomos, por exemplo, que compreendem fosfolipidios ou ou-

tros lipidios, sdo carreadores nao toxicos, fisiologicamente aceitaveis e
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metabolizaveis que sao relativamente simples de produzir e adminis-
trar.

[00156] A expressao "farmaceuticamente aceitavel" € empregada
no presente documento para se referir aqueles compostos, materiais,
composic¢des, e/ou formas de dosagem que sdo, dentro do escopo de
opinido clinica confiavel, adequados para uso em contato com os teci-
dos de um individuo sem toxicidade excessiva, irritagcao, resposta alér-
gica, ou outro problema ou complicagdo, comensuravel com uma ra-
z&o de beneficio/risco razoavel.

[00157] A expressao "carreador farmaceuticamente aceitavel" con-
forme usado no presente documento significa um material, composi-
¢ao ou veiculo farmaceuticamente aceitavel, como uma carga, diluen-
te, excipiente, solvente ou material encapsulante liquido ou sdlido. Ca-
da carreador deve ser "aceitavel" no sentido de ser compativel com os
outros ingredientes da formulagéo e nao prejudiciais ao individuo. Al-
guns exemplos de materiais que podem servir como carreadores far-
maceuticamente aceitaveis incluem: (1) agucares, como lactose, glico-
se e sacarose; (2) amidos, como amido de milho e amido de batata;
(3) celulose, e seus derivados, como carboximetil celulose sédica, me-
til celulose e acetato de celulose; (4) tragacanto em po; (5) malte; (6)
gelatina; (7) talco; (8) excipientes, como manteiga de cacau e ceras de
supositorio; (9) dleos, como 6leo de amendoim, 6leo de semente de
algodao, 6leo de acafrdo, 6leo de gergelim, 6leo de oliva, 6leo de mi-
Iho e 6leo de soja; (10) glicéis, como propileno glicol; (11) polidis e al-
coois sacarinos, como glicerina, sorbitol, manitol, xilitol, eritritol, e po-
lietileno glicol; (12) ésteres, como oleato de etila e etil laurato; (13)
agar; (14) agentes tamponantes, como hidréxido de magnésio e hidré-
xido de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua livre de pirogénio; (17)
solugdo salina isotdnica; (18) solucdo de Ringer; (19) alcool etilico;

(20) solugdes de tampao fosfato; e (21) outras substancias compati-
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veis nao toxicas, incluindo sais, como cloreto de sddio, empregadas
em formulacdes farmacéuticas.

[00158] As formulagdes podem ser convenientemente apresentadas
em forma de dosagem unitaria e podem ser preparadas por quaisquer
métodos bem conhecidos na técnica de farmacia. A quantidade de in-
grediente ativo que pode ser combinada com material carreador para
produzir uma forma de dosagem unica variara dependendo do indivi-
duo em tratamento, do modo particular de administracéo. A quantidade
de ingrediente ativo que pode ser combinada com um material carrea-
dor para produzir uma forma de dosagem unica sera geralmente aque-
la quantidade do composto que produz um efeito terapéutico.

[00159] Em algumas modalidades, a composicdo de BT é um po,
aspersao, pomada, pasta, creme, logao, solugdo, emplastro, suspen-
sao ou gel. Em algumas modalidades, a composicdo de BT € uma so-
lugdo. A composi¢ao de BT pode compreender qualquer concentragéo
adequada de composto de bismuto-tiol. Em algumas modalidades, a
composicdo de BT é administrada como uma dosagem de aproxima-
damente 0,25 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproximada-
mente 0,4 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproximadamente
0,6 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproximadamente 0,6
mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 5 mg/ml a
aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 10 mg/ml a apro-
ximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 25 mg/ml a aproxima-
damente 100 mg/ml, de aproximadamente 50 mg/ml a aproximada-
mente 100 mg/ml, de aproximadamente 0,8 mg/ml a aproximadamente
15 mg/ml, de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 10
mg/ml, de 2,5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproximada-
mente 4 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproximadamente 5
mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproximadamente 6 mg/ml a

aproximadamente 10 mg/ml, 0,6 mg/ml a aproximadamente 6 mg/ml,
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de aproximadamente 4 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de apro-
ximadamente 6 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproximada-
mente 50 pyg/ml a aproximadamente 750 pug/ml, de aproximadamente
75 pg/ml a aproximadamente 500 pg/ml, de aproximadamente 100
Mg/ml a aproximadamente 250 ug/ml, de aproximadamente 100 ug/ml
a aproximadamente 150 pg/ml, ou de aproximadamente 75 uyg/ml a
aproximadamente 150 pg/ml; e/ou a quantidade total da composicao
de BT administrada aos pulmdes € de aproximadamente 0,25 mg a
aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 0,4 mg a aproximada-
mente 15 mg, de aproximadamente 0,6 mg a aproximadamente 15 mg,
de aproximadamente 0,8 mg a aproximadamente 15 mg, de aproxima-
damente 1 mg a aproximadamente 10 mg, de 2,5 mg a aproximada-
mente 10 mg, de aproximadamente 4 mg a aproximadamente 10 mg,
de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 10 mg, de aproxima-
damente 6 mg a aproximadamente 10 mg, 0,6 mg a aproximadamente
6 mg, de aproximadamente 4 mg a aproximadamente 15 mg, de apro-
ximadamente 6 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente
50 pg a aproximadamente 750 pg, de aproximadamente 75 ug a apro-
ximadamente 500 ug, de aproximadamente 100 ug a aproximadamen-
te 250 pg, de aproximadamente 100 pg a aproximadamente 150 ug,
ou de aproximadamente 75 ug a aproximadamente 150 pg. Em certas
modalidades, a composicao de BT é administrada como uma dosagem
de aproximadamente 0,6 mg/ml a aproximadamente 6 mg/ml.

[00160] Em algumas modalidades, a composi¢ao de BT € adminis-
trada trés vezes ao dia, duas vezes ao dia, uma vez ao dia, a cada
dois dias, uma vez a cada trés dias, uma vez por semana, uma vez a
cada duas semanas uma vez por més até uma vez a cada dois meses.
Em certas modalidades, a composi¢éo de BT é administrada uma vez
ao dia. Em certas modalidades, a composi¢cdo de BT & administrada

uma vez por semana. Em certas modalidades, a composicao de BT é
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administrada uma vez a cada duas semanas. Em algumas modalida-
des, a composicao de BT é administrada de modo crénico em um cro-
nograma de dosagem de 4 semanas sim/4 semanas nao. Em algumas
modalidades, a composi¢cao de BT € administrada de modo crénico,
por exemplo, como parte de uma terapia de fundo. Conforme sera ob-
servado por uma pessoa que tem habilidade comum na técnica, a fre-
quéncia de administragcao pode depender de varios fatores incluindo
dose e via de administracdo. Por exemplo, se a composicédo de BT é
administrada por meio de uma administracdo de aerossol, uma baixa
dose, como 100 a 1.000 ug/ml pode ser administrada uma vez ou duas
vezes por dia; entretanto, uma alta dose, como 2,5 a 10 mg/ml pode
ser administrada, por exemplo, uma ou duas vezes por semana.
[00161] Em algumas modalidades, a composi¢ao de BT compreen-
de adicionalmente um ou mais carreadores selecionados dentre gordu-
ras animal e vegetal, dleos, ceras, parafinas, amido, tragacanto, deri-
vados de celulose, polietileno glicais, silicones, bentonitas, acido silici-
co, polimeros, talco, e 6xido de zinco. Em algumas modalidades, o
carreador é metilcelulose. Em algumas modalidades, o carreador €&
poli(metil metacrilato).

[00162] As composicoes também podem ser formuladas de modo a
fornecer liberacéo lenta ou controlada do ingrediente ativo no mesmo
com o uso de, por exemplo, hidroxipropilmetil celulose em proporcdes
variaveis para fornecer o perfil de liberagdo desejavel, outras matrizes
poliméricas, lipossomos e/ou microesferas. Os mesmos podem ser
esterilizados por, por exemplo, filtragcdo através de um filtro de reten-
cao de bactérias, por radiagdo de ionizagao (fétons gama, por exem-
plo), autoclave, ou incorporando-se agentes de esterilizacdo na forma
de composig¢des solidas estéreis que podem ser dissolvidas em agua
estéril, ou algum outro meio injetavel estéril imediatamente antes do

uso.
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[00163] As formas de dosagem liquida uteis para administracéo to-
pica incluem emulsdes farmaceuticamente aceitaveis, liofilos para re-
constituicdo, microemulsdes, solugdes, suspensdes, geis, xaropes e
elixires. Além do ingrediente ativo, as formas de dosagem liquida po-
dem conter diluentes inertes comumente usados na técnica, como, por
exemplo, agua ou outros solventes, ciclodextrinas e derivados dos
mesmos, agentes solubilizantes e emulsificantes, como alcool etilico,
alcool isopropilico, carbonato de etila, acetato de etila, alcool benzilico,
benzoato de benzila, propileno glicol, 1,3-butileno glicol, éleos (como
oleos de semente de algod&do, amendoim, milho, germe, oliva, ricino e
gergelim), glicerol, alcool tetra-hidrofurilico, polietileno glicois e ésteres
de acido graxo de sorbitano, e misturas dos mesmos. Além de diluen-
tes inertes, as composi¢des topicas também podem incluir adjuvantes,
como agentes umectantes, agentes emulsificantes e de suspenséo, e
agentes conservantes.

[00164] Suspensdes, além dos compostos ativos, podem conter
agentes de suspensao, como, por exemplo, alcoois isostearilicos etoxi-
lados, polioxietileno sorbitol e ésteres de sorbitano, celulose microcris-
talina, meta-hidroxido de aluminio, bentonite, agar-agar e tragacanto, e
misturas dos mesmos.

[00165] As formas de dosagem para a administracdo topica ou
transdérmica incluem pds, aspersdes, pomadas, pastas, cremes, lo-
coes, géis, solugdes, emplastros e inalantes. O composto ativo pode
ser misturado sob condi¢cbes estéreis com um carreador farmaceuti-
camente aceitavel, e com quaisquer conservantes ou tampdes que
podem ser necessarios.

[00166] As pomadas, pastas, cremes e géis podem conter, além de
um composto ativo, um ou mais excipientes ou carreadores, como
gorduras animais e vegetais, 6leos, ceras, parafinas, amido, tragacan-

to, derivados de celulose, polietileno glicois, silicones, bentonitas, aci-
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do silicico, talco, polimeros, sais, e 6xido de zinco, ou misturas dos
mesmos. Em algumas modalidades, a composicdo de BT esta na for-
ma de uma solugdo aquosa. Em algumas modalidades, o excipiente
compreende um sal selecionado dentre cloreto de sodio ou cloreto de
potassio. Em algumas modalidades, o excipiente compreende cloreto
de sddio.

[00167] Em certas modalidades, a composicdo de BT € uma sus-
pensdo de um ou mais compostos de BT em Tween (por exemplo,
Tween 80) e/ou em um tampao (por exemplo, tampao de fosfato de
s6dio). Por exemplo, em algumas modalidades, a composicédo de BT é
uma suspensao de um ou mais compostos de BT em Tween 80 de
aproximadamente 0,1% a Tween 80 de aproximadamente 1,0%, inclu-
indo todas as faixas entre os mesmos. Por exemplo, a composig¢ao de
BT é uma suspensédo de um ou mais compostos de BT em Tween 80
de aproximadamente 0,1%, Tween 80 de aproximadamente 0,2%,
Tween 80 de aproximadamente 0,3%, Tween 80 de aproximadamente
0,4%, Tween 80 de aproximadamente 0,5%, Tween 80 de aproxima-
damente 0,6%, Tween 80 de aproximadamente 0,7%, Tween 80 de
aproximadamente 0,8%, Tween 80 de aproximadamente 0,9%, ou
Tween 80 de aproximadamente 1%. Em algumas modalidades, a
composicado de BT é uma suspensao de um ou mais compostos de BT
em aproximadamente Tween 80 0,5%.

[00168] Em uma modalidade especifica, a presente invengao pode
ser a composicao farmacéutica que compreende bismuto-tiol (BT)
composicdo que compreende BisEDT suspenso na mesma, em que a
composicdo de BT compreende uma pluralidade de microparticulas.
Em uma modalidade especifica, o D90 das referidas microparticulas é
inferior ou igual a 4,5 um, ou 4,0 ym, ou 3,5 ym, ou 3,0 um, ou 2,5 uym,
ou2,0 um,ou1,9um, ou 1,8 um, ou ym 1,7 ym, ou 1,6 ym, ou 1,5 ym

ou quaisquer faixas entre os mesmos. Em uma modalidade especifica,
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o D90 das referidas microparticulas € inferior ou igual a 1,9 ym. Em
outra modalidade especifica, o D90 das referidas microparticulas ¢é in-
ferior ou igual a 1,6 um. Em outra modalidade especifica, o D50 das
referidas microparticulas € inferior ou igual a 2,5 ym, ou 2,0 ym, ou 1,5
pm, ou 1,3 um, ou 1,2 ym, ou 1,1 ym, ou 1,0 ym, ou 0,9 pm, ou 0,87
Mm, ou 0,72 ym ou quaisquer faixas entre os mesmos. Em outra moda-
lidade especifica, o D10 das referidas microparticulas € inferior ou
igual a 0,9 ym, ou 0,8 pm, ou 0,7 uym, ou 0,6 um, ou 0,50 uym, ou 0,40
pMm, ou 0,39 um, ou 0,38 uym, ou 0,37 ym, ou 0,36 ym, ou 0,35 pym, ou
0,34 pm, ou 0,33 ym, ou quaisquer faixas entre os mesmos. Em uma
modalidade especifica, a composi¢cdo farmacéutica que compreende a
composicdo de bismuto-tiol (BT) compreende BisEDT suspenso na
mesma, sendo que a composi¢ao de BT compreende uma pluralidade
de microparticulas, em que o D90 das referidas microparticulas é infe-
rior ou igual a aproximadamente 1,6 ym. Em uma modalidade especi-
fica, a composicao de BT compreende BisEDT a uma concentragao
superior a aproximadamente 0,1 mg/ml, Tween 80® a aproximada-
mente 0,05% a aproximadamente 1,0%, cloreto de sédio a aproxima-
damente 0,05 a 40 mM e, opcionalmente, fosfato de sédio a aproxima-
damente 2 a 20 mM a aproximadamente pH 7,4. Em outra modalidade
especifica, as composi¢cdes descritas acima podem ser administradas
a um individuo para tratar, gerir e/ou atenuar a gravidade de sintomas
e infeccdes de fibrose cistica (CF) no referido individuo, ou qualquer
método especifico para tratar, gerir e/ou atenuar a gravidade de sinto-
mas de fibrose cistica (CF) descritos no presente documento. Em ou-
tra modalidade especifica, as composi¢cdes descritas acima podem ser
administradas a um individuo para tratar, gerir e/ou atenuar a gravida-
de e sintomas e infeccbes associados a uma ou mais doengas ou in-
fecgdes pulmonares em um individuo ou qualquer método especifico

para tratar, gerir e/ou atenuar a gravidade de sintomas e infecgdes as-
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sociados a uma ou mais doengas pulmonares descritas no presente
documento.

[00169] A variedade de tampdes pode ser usada no contexto da
presente invengao e sera prontamente evidente para uma pessoa que
tem habilidade comum na técnica. Por exemplo, em algumas modali-
dades, tampdes adequados incluem citrato de sodio ou potassio, acido
citrico, tampdes fosfato, como fosfato de sddio, acido bérico, bicarbo-
nato de sodio e varios tampdes fosfato misturados incluindo combina-
¢bes de NaHPO4, NaH2PO4 e KH2PO4. Em algumas modalidades, o
tampao de fosfato de sodio é usado. Em algumas modalidades, tam-
pao citrato de sodio € usado. Sem se atrelar a qualquer teoria particu-
lar, mudancas no pH de liquido de superficie de via respiratoria podem
contribuir para o defeito de defesa de hospedeiro em fibrose cistica
logo apdés o nascimento. As mudangas no pH do pulm&do podem im-
pactar o ambiente de liquido de superficie de via respiratoria, melhorar
as defesas de via respiratoria, e alterar o curso da doenca. Conse-
quentemente, o pH de formulagdo pode variar de aproximadamente 5
a aproximadamente 10. Em algumas modalidades, o pH de formulacao
€ aproximadamente 5,0, 5,1, 5,2, 5,3, 5,4, 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, 6,0,
6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7,6,8,6,9,7,0,7,1,7,2,73,74,75,7,6,
7,7,78,7)9, 8,0, 8,1, 8,2, 8,3, 84, 85, 8,6, 8,7, 88, 8,9, 9,0, 9,1, 9,2,
9,3, 9.4, 9,5, 9,6, 9,7, 9,8, 9,9, ou aproximadamente 10. Em algumas
modalidades, o pH de formulagao é aproximadamente 7,4.

[00170] Em algumas modalidades, a composi¢cao de BT € uma sus-
pensao de um ou mais compostos de BT em aproximadamente Tween
80 0,5% em tampao de fosfato de sédio a um pH de cerca de 7,4. Em
algumas modalidades, o um ou mais compostos de BT estdo presen-
tes na composi¢cao a uma concentracdo na faixa de aproximadamente
100 pg/ml a aproximadamente 1.000 mg/ml incluindo todos os nume-

ros inteiros e faixas entre os mesmos. Por exemplo, em algumas mo-
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dalidades, o um ou mais compostos de BT estdo presentes na compo-
sicdo a uma concentragado na faixa de aproximadamente 100 pg/ml,
200 pg/ml, 300 pg/ml, 400 pg/ml, 500 pug/ml, 600 pg/ml, 700 pg/ml, 800
pMg/ml, 900 pg/ml, 1.000 pg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100
mg/ml, 125 mg/ml, 150 mg/ml, 175 mg/ml, 200 mg/ml, 225 mg/ml, 250
mg/ml, 275 mg/ml, 300 mg/ml, 325 mg/ml, 350 mg/ml, 375 mg/ml, 400
mg/ml, 425 mg/ml, 450 mg/ml, 475 mg/ml, 500 mg/ml, 525 mg/ml, 550
mg/ml, 575 mg/ml, 600 mg/ml, 625 mg/ml, 650 mg/ml, 675 mg/ml, 700
mg/ml, 725 mg/ml, 750 mg/ml, 775 mg/ml, 800 mg/ml, 825 mg/ml, 850
mg/ml, 875 mg/ml, 900 mg/ml, 925 mg/ml, 950 mg/ml, 975 mg/ml, a
aproximadamente 1.000 mg/ml. Em algumas modalidades, o um ou
mais compostos de BT estdo presentes na composicdo a uma concen-
tracdo na faixa de aproximadamente 100 uyg/ml a aproximadamente
1.000 pg/ml.

[00171] Em algumas modalidades, a osmolalidade de composicéo
pode precisar ser adicionalmente ajustada com um aditivo, como NacCl
ou TDAPS para alcangar uma osmolalidade desejavel. Por exemplo,
em algumas modalidades, a osmolalidade da composi¢ao € ajustada
com cloreto de sédio a uma osmolalidade na faixa de aproximadamen-
te 100 mOsmol/kg a aproximadamente 500 mOsmol/kg, incluindo to-
dos os numeros inteiros e faixas entre os mesmos. Em algumas moda-
lidades, a osmolalidade da composicao € de aproximadamente 290
mOsmol/kg a aproximadamente 310 mOsmol/kg. Por exemplo, em al-
gumas modalidades, a osmolalidade da composicdo é aproximada-
mente 290 mOsmol/kg, 291 mOsmol/kg, 292 mOsmol/kg, 293 mOs-
mol/kg, 294 mOsmol/kg, 295 mOsmol/kg, 296 mOsmol/kg, 297 mOs-
mol/kg, 298 mOsmol/kg, 299 mOsmol/kg, 300 mOsmol/kg, 301 mOs-
mol/kg, 302 mOsmol/kg, 303 mOsmol/kg, 304 mOsmol/kg, 305 mOs-
mol/kg, 306 mOsmol/kg, 307 mOsmol/kg, 308 mOsmol/kg, 309 mOs-

mol/kg, a aproximadamente 310 mOsmol/kg. Em algumas modalida-
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des, a osmolalidade € aproximadamente 300 mOsmol/kg.

[00172] Em algumas modalidades, a composi¢cdo de BT € uma sus-
pensao de BisEDT em Tween (por exemplo, Tween 80) em um tam-
pao (por exemplo tampao de fosfato de sddio). Em algumas modalida-
des, a composicdo de BT é uma suspensao de BisEDT em aproxima-
damente de Tween 80 0,5% em um tampéo de fosfato de sdédio a um
pH de aproximadamente 7,4. Em algumas modalidades, a composicéo
de BT é uma suspensao de BisEDT em aproximadamente Tween 80
0,5% em um tampao de fosfato de sédio a um pH de cerca de 7,4, em
que a composicao tem uma osmolalidade de aproximadamente 300
mOsmol/kg (por exemplo, ajustado para 300 mOsmol/kg com cloreto
de sodio). Em algumas modalidades, o BisEDT esta presente em uma
concentragao de aproximadamente 100 ug/ml, 250 ug/ml, 500 pg/ml,
750 pg/ml, 1.000 ug/ml, 2,5 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 75
mg/ml, ou de aproximadamente 100 mg/ml.

[00173] Em algumas modalidades, a composi¢do de BT é uma for-
mulacdo de suspensao que é destinada a distribuicdo pulmonar. Por
exemplo, a composicao de BT é uma formulacédo de suspensao que é
finalmente administrada por inalagéo por via oral e/ou nasal. Conse-
gquentemente, em algumas modalidades, a composi¢cao de BT €& sub-
metida a aerossolizagao por um dispositivo como um nebulizado.
[00174] Os pos e aspersdes podem conter, além de um composto
ativo, excipientes, como metilcelulose, cloreto de sddio, PMMA, lacto-
se, talco, acido silicico, hidroxido de aluminio, silicatos de calcio e po
de poliamida, dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), leucina, polietilenogli-
col, ou misturas destas substancias. As aspersdes podem conter adi-
cionalmente impulsores costumeiros, como clorofluoro-hidrocarbo-
netos e hidrocarbonetos ndo substituidos volateis, como butano e pro-
pano.

[00175] Em algumas modalidades, a composi¢ao de BT € adminis-
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trada por inalacdo, por via oral ou nasal, com o0 uso de um dispositivo
de aerossol, como um nebulizador. Os nebulizadores conhecidos, co-
mo PARI IC Plus, podem administrar as composi¢cdes descritas como
uma solucdo aquosa, opcionalmente em solugdo salina tamponada. A
solugéo pode ser fornecida ao individuo na forma de uma ampola para
uso no nebulizador. O nebulizador pode ser reusavel e inclui um com-
pressor que fornece a formulacdo por um periodo de tempo, como
cerca de 10 a 15 minutos ou mais. Os compressores conhecidos, co-
mo APRI Vios Air e DeVilbiss Pulmo-aide, sdo adequados para admi-
nistracdo. O nebulizador administra a formulagao por via topica aos
tecidos pulmonares, como mucosa, os bronquios e/ou os bronquiolos,
alvéolos, alvéolos pulmonares profundos. A formulacdo pode penetrar a
mucosa do pulmao e biofilmes para reduzir o biofilme microbiano (por
exemplo, bacteriano ou fungico), conferir o crescimento do biofilme mi-
crobiano (por exemplo, bacteriano ou fungico), impedir a reformulagdo do
biofilme microbiano (por exemplo, bacteriano ou fungico), reduzir o cres-
cimento plancténico e/ou inibir o crescimento plancténico.

[00176] Em outras modalidades, um dispositivo de aerossol apenas
nasal pode ser usado para administracdo da formulacao.

[00177] Uma formulagdo de composicdo de BT exemplificativa é
uma solugado de pH neutro, isotbnica, aquosa tamponada de micropar-
ticulas de composto de BT com um tensoativo n&o iénico. Em certas
modalidades, o tampao é um tampao de fosfato com NaCl adicionado.
Em algumas modalidades, o tamanho de microparticula € um Dso de
aproximadamente 1 a 5 ym. A formulacédo pode ser distribuida com o
uso de nebulizador de jato de ar comprimido comercialmente disponi-
vel. Em algumas modalidades, a concentracdo de formulacéo € cerca
de 0,1 pg/ml a aproximadamente 100 mg/ml.

[00178] Em algumas modalidades, a presente invencao fornece um

aerossol que compreende uma pluralidade de goticulas liquidas dis-
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persas em um gas, em que as referidas goticulas liquidas compreen-
dem uma composicido de BT que compreende pelo menos um com-
posto de BT suspenso na mesma, em que o composto de BT compre-
ende bismuto e/ou um sal de bismuto e um composto que contém tiol;
e em que pelo menos 60%, 65%, 70, 75%, 80%, 90%, ou 95% das go-
ticulas liquidas tém um diametro aerodinamico mediano de massa
(MMAD) de aproximadamente 0,4 um a aproximadamente 5 ym quan-
do medido pelo tempo de voo do laser e/ou impactador em cascata.
Em algumas modalidades, pelo menos 60%, 65%, 70, 75%, 80%, 90%
ou 95% das goticulas liquidas tém um MMAD de aproximadamente 0,4
Mm a aproximadamente 7 ym, ou de aproximadamente 0,5 um a apro-
ximadamente 5 ym, ou de aproximadamente 0,7 ym a aproximada-
mente 4 um, ou de aproximadamente 0,7 ym a aproximadamente 3,5
Mm, ou de aproximadamente 0,8 ym a aproximadamente 3,5 ym, ou
de aproximadamente 0,9 uym a aproximadamente 3,5 ym, ou de apro-
ximadamente 0,9 ym a aproximadamente 3 uym, ou de aproximada-
mente 0,8 um a aproximadamente 1,8 um, ou de aproximadamente 0,8
MM a aproximadamente 1,6 um, ou de aproximadamente 0,9 ym a
aproximadamente 1,4 ym, ou de aproximadamente 1,0 um a aproxi-
madamente 2,0 ym, ou de aproximadamente 1,0 um a aproximada-
mente 1,8 pm, incluindo todas as faixas entre os mesmos. Em algu-
mas modalidades, pelo menos 60%, 65%, 70, 75%, 80%, 90%, ou
95% das goticulas liquidas tém um MMAD de aproximadamente 0,8
Mm a aproximadamente 1,6 um, ou de aproximadamente 0,9 um a
aproximadamente 3,5 ym, ou de aproximadamente 0,9 um a aproxi-
madamente 3 um, ou de aproximadamente 0,9 um a aproximadamente
1,4 um, ou de aproximadamente 1,0 ym a aproximadamente 2,0 pm,
ou de aproximadamente 1,0 ym a aproximadamente 1,8 pym, e todas
as faixas entre os mesmos.

[00179] Em algumas modalidades, a pluralidade de goticulas liqui-
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das tem um D90 inferior a aproximadamente 10 um. Por exemplo, em
algumas modalidades, a pluralidade de goticulas liquidas tem um D90
inferior a aproximadamente 10 ym, 9 ym, 8 ym, 7 ym, 6 pm, 5 ym, 4
Mm, 3 uym, 2 ym, ou aproximadamente 1 ym. Em algumas modalida-
des, a pluralidade de goticulas liquidas tem um D90 inferior a aproxi-
madamente 3 ym. Em algumas modalidades, a pluralidade de goticu-
las liquidas tem um D90 na faixa de aproximadamente 1 ym a aproxi-
madamente 5 um, ou cerca de 2 um a aproximadamente 6 um, ou cer-
ca de 2 ym a aproximadamente 4 uym, ou cerca de 2 ym a aproxima-
damente 3 pym, ou cerca de 1 um a aproximadamente 4 um, ou cerca
de 1 ym a aproximadamente 3 um.

[00180] Em algumas modalidades, a pluralidade de goticulas liqui-
das é dispersa em uma fase de gas continuo.

[00181] Em algumas modalidades, o composto de BT do aerossol
compreende bismuto e/ou um sal de bismuto covalentemente associa-
do e/ou em um complexo de coordenagdo com um ou mais compostos
que contém tiol. Por exemplo, o sal de bismuto é nitrato de bismuto,
subnitrato de bismuto, ou cloreto de bismuto. Em algumas modalida-
des, o composto que contém tiol compreende um ou mais agentes se-
lecionados dentre 1,2-etano ditiol, 2,3-dimercaptopropanol, piritiona,
ditioeritritol, 3,4 dimercaptotolueno, 2,3-butanoditiol, 1,3-propanoditiol,
2-hidroxipropanotiol, 1-mercapto-2-propanol, ditioeritritol, ditiotreitol e
acido alfa-lipoico. Em algumas modalidades, a composi¢cao de BT
compreende um ou mais compostos de BT selecionados dentre Bis-
BAL,BisEDT, Bis-dimercaprol, BisDTT, Bis-2-mercaptoetanol, Bis-DTE,
Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, Bis-PDT, Bis-Pyr/Bal, Bis-Pyr/BDT,
BisPyr/EDT, Bis-Pyr/PDT, Bis-Pyr/Tol, Bis-Pyr/Ery, bismuto-1-
mercapto-2-propanol, BisEDT/CSTMN (1:1), BisPYR/CSTMN (1:1),
BisBAL/CSTMN (1:1), BisTOL/CSTMN (1:1) e Bis-EDT/2-hidroxi-1-

propanotiol. Em algumas modalidades, o composto de BT é seleciona-
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do dentre um ou mais de Bis-EDT, Bis-Bal, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol,
Bis-BDT, ou Bis-EDT/2-hidréxi-1-propano tiol. Em algumas modalida-
des, o composto de BT no aerossol € BisEDT. Em algumas modalida-
des, o composto de BT do aerossol é BisBDT ou BisBAL.

[00182] Em algumas modalidades, o composto de BT (por exemplo
BisEDT) € suspenso na goticula de liquido. Os compostos de BT da
presente invencao tem pouca a nenhuma solubilidade em solventes
convencionais e carreadores de aerossol e existem, portanto, substan-
cialmente como uma suspensao de particulas de BT na goticula de
aerossol. Por exemplo, em algumas modalidades, o composto de BT
(como BisEDT) é menos do que 1% soluvel no carreador de aerossol
e, portanto, existe primariamente (>99%) como um sélido.

[00183] Em algumas modalidades, as goticulas compreendem adi-
cionalmente Tween 80 (por exemplo, de aproximadamente 0,05% a
aproximadamente 1%) e opcionalmente um tampao (por exemplo, fos-
fato de sddio ou citrato de sédio) a um pH de aproximadamente 7,4;
e/ou cloreto de sodio.

[00184] Os aerossois da presente invencao tém uma distribuicdo de
MMAD muito estreita que é benéfica devido a necessidade de concen-
trar a massa de particula na faixa de tamanho-alvo, e minimizar ou
eliminar a fracdo do produto que esta fora da faixa respiravel ou ‘finos’,
isto &, particulas de tipicamente menos do que 0,4 ym de diametro. A
capacidade de criar uma distribuicdo de tamanho de goticula estreita
na faixa de tamanho apropriada fornece o controle da taxa de evapo-
racao inicial e permite alta eficiéncia de deposicéo. O fator limitante em
termos do limite inferior de tamanho de goticula de aerossol de parti-
cula é o tamanho de microparticula de BT (por exemplo, o tamanho de
microparticula de BisEDT). Uma goticula submetida a aerossolizagao
nao pode ser menor do que o tamanho de microparticulado de Bi-

sEDT. Como tal, a distribuicdo de tamanho de microparticula de BT,
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assim como a uniformidade e reprodutibilidade consistente da distri-
buicdo de tamanho de microparticulado de BT, s&o caracteristicas be-
néficas importantes para sustentar a geracido de um produto de farma-
co de BiseEDT submetido a aerossolizacdo seguro, eficaz e eficiente
com propodsitos de inalagdo. Consequentemente, em algumas modali-
dades, os aerossois da presente invencao efetuam uma eficiéncia de
deposicao superior a 3%, superior a 5%, superior a 10%, superior a
15%, superior a 20%, superior a 25%, superior a 30%, superior a 35%,
superior a 40%, superior a 45%, superior a 50%, superior a 55%, su-
perior a 60%, superior a 65%, superior a 70%, superior a 75%, e supe-
rior a 80%. Em algumas modalidades, a eficiéncia de deposicao se
refere a deposi¢cao na regido profunda do pulméo, por exemplo, nos
alvéolos pulmonares profundos. Em algumas modalidades, os aeros-
so6is da presente invencao efetuam uma eficiéncia de deposicao medi-
ante aerossolizagado por meio de um nebulizador. Por exemplo, o ne-
bulizador € um nebulizador de jato. Em algumas modalidades, o nebu-
lizador de jato € um nebulizador de jato Pari LC Plus ou nebulizador de
jato Pari LC SPRINT. Em algumas modalidades, o nebulizador tem
uma pressao de entrada de aproximadamente 10 a aproximadamente
0,28 MPa (40 psig) (por exemplo, 0,14 a 0,17 MPa (20 a 25 psig)). Em
algumas modalidades, o fluxo de entrada é de aproximadamente 3
I/min a aproximadamente 8 I/min (por exemplo, 5,2 I/min). Em algumas
modalidades, o fluxo de ar de exaustao é de aproximadamente 3 I/min
a aproximadamente 8 I/min (por exemplo, 5 I/min).

[00185] A regido alveolar do pulmao tem uma espessura minima
(0,5 um a 2,5 ym) que separa o fluxo sanguineo do lumen de modo
que os agentes pulmonares convencionais que se depositam no epité-
lio alveolar tenham tempo de residéncia no pulmao extremamente cur-
to devido a absorcao sistémica. Consequentemente, tratamentos pul-

monares convencionais necessitam tipicamente de dosagem frequente
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a fim de manter niveis adequados de farmaco no nivel de tecido. En-
tretanto, as particulas submetidas a aerossolizagao da presente inven-
cao foram surpreendentemente constatadas como possuindo um tem-
po de residéncia excepcionalmente longo nos pulmdes (medido como
meia-vida) e tém depuracdo mucociliar e absorcdo de macrofagos re-
duzidas em relagcao aos tratamentos pulmonares convencionais. Adici-
onalmente, o tempo de residéncia longo dos aerossois da presente
inveng&o minimiza a atividade sistémica e efeitos colaterais sistémicos
associados. Sem se atrelar a qualquer teoria particular, acredita-se
que as microparticulas submetidas a aerossolizacdo dissolvem lenta-
mente no lumen de pulmao e a exposi¢cao sistémica €, desse modo,
limitada em taxa de dissolugdo. Adicionalmente, os resultados de tem-
po de residéncia de pulmao aumentados em reducdes significativas
em colénia microbiana devido a presenga continua das microparticulas
de BT.

[00186] Consequentemente, em algumas modalidades, quando o
aerossol é depositado no pulmao (por exemplo, nos alvéolos pulmona-
res profundos), os compostos de BT tém uma meia-vida média de pelo
menos 2 dias. Por exemplo, os compostos de BT tém uma meia-vida
meédia de cerca de 2, 3, 4 ou 5 dias. Em algumas modalidades, o com-
posto de BT é BisEDT. Em uma modalidade especifica, a meia-vida de
tecido de pulmao de BisEDT € 30 h ou mais, 40 h ou mais, 50 h ou
mais, 60 h ou mais, 70, h ou mais, 80 h ou mais, 90 h ou mais, 100 h
ou mais, 110 h ou mais, 125 h ou mais, ou 150 h ou mais. Em uma
modalidade especifica, a meia-vida de tecido de pulmao é apdés uma
dose unica por meio de inalagdo. Em outra modalidade especifica, o
tecido de pulméo é de um rato. Em outra modalidade especifica, a
meia-vida de tecido de pulmao de BisEDT é determinada pelo uso de
protocolo como no Exemplo 8 no presente documento.

[00187] Em outra modalidade, a meia-vida de tecido de pulmao de
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BisEDT é 80 h ou mais quando o rato recebe uma dose unica de 100
Mg/kg de pulm&o com o uso de um nebulizador de jato Pari LC plus
para administrar aos ratos com as formulagdes descritas no presente
documento. Em outra modalidade, a meia-vida de tecido de pulmao de
BisEDT é 90 h ou mais. Em outra modalidade, a meia-vida de tecido
de pulmao de BisEDT € 100 h ou mais.

[00188] Em outra modalidade, apés distribuir a composicdo subme-
tida a aerossolizagdo a um individuo, pelo menos 60%, 65%, 70, 75%,
80%, 90%, ou 95% da dose € depositada no pulmao, em oposicao a
regido orofaringea e as vias respiratérias condutoras. Em uma modali-
dade especifica, pelo menos 80% da dose sédo depositados no pul-
mao, em oposicao a regiao orofaringea e as vias respiratorias condu-
toras. Em outra modalidade especifica, pelo menos 90% da dose séo
depositados no pulmao, em oposicao a regido orofaringea e as vias
respiratorias condutoras.

[00189] N&o havia conhecimento anterior de um tratamento pulmo-
nar submetido a aerossolizacdo que tenha particulas de aerossol com
uma distribuicdo estreita que efetua uma alta eficiéncia de deposicao
acoplada com um tempo de residéncia de pulmao excepcionalmente
longo para tratamento continuo e pouca a nenhuma absorg¢ao sistémi-
ca.

[00190] Em algumas modalidades, a presente invencao fornece um
método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade dos sintomas de fi-
brose cistica (CF) e infeccbes em um individuo, em que o método
compreende administrar ao individuo uma composi¢ao de bismuto-tiol
(BT) que compreende pelo menos um composto de BT, em que a
composi¢cdo € uma suspensao de microparticulas que tém um diame-
tro volumétrico médio (VMD) de aproximadamente 0,4 ym a aproxima-
damente 5 ym e/ou um didmetro aerodinAmico mediano de massa

(MMAD) de aproximadamente 0,4 um a aproximadamente 5 ym. Em
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algumas modalidades, o composto de BT € BisEDT. Em algumas mo-
dalidades, a composi¢cdo de BT compreende BisEDT a uma concen-
tragcao superior a aproximadamente 0,1 mg/ml, Tween 80® a aproxi-
madamente 0,05% a aproximadamente 1,0%, cloreto de sddio a apro-
ximadamente 0,05 a 40 mM e, opcionalmente, fosfato de sodio a apro-
ximadamente 2 a 20 mM a aproximadamente pH 7,4. Por exemplo, em
algumas modalidades, a composi¢cao de BT compreende BisEDT a
uma concentragao superior a aproximadamente 0,25 mg/ml, Tween
80® aproximadamente 0,5%, cloreto de sddio a aproximadamente 10
mM e fosfato de sodio a aproximadamente 10 mM a aproximadamente
pH 7,4. Em outra modalidade dos métodos no presente documento, a
composicdo de BT € administrada por aerossolizacdo. Em algumas
modalidades, quando o aerossol é depositado no pulmé&o (por exem-
plo, nos alvéolos pulmonares profundos), os compostos de BT tém
uma meia-vida média de pelo menos 2 dias. Por exemplo, os compos-
tos de BT tém uma meia-vida média de cerca de 2, 3, 4 ou 5 dias. Em
algumas modalidades, o composto de BT € BisEDT. Em uma modali-
dade especifica, a meia-vida de tecido de pulmao de BisEDT é 30 h ou
mais, 40 h ou mais, 50 h ou mais, 60 h ou mais, 70, h ou mais, 80 h ou
mais, 90 h ou mais, 100 h ou mais, 110 h ou mais, 125 h ou mais, ou
150 h ou mais. Em uma modalidade especifica, a meia-vida de tecido
de pulmao é apos uma dose unica por meio de inalagdo. Em outra
modalidade especifica, o tecido de pulmao € de um rato. Em outra
modalidade especifica, a meia-vida de tecido de pulmao de BisEDT é
determinada pelo uso de protocolo como no Exemplo 8 no presente
documento.

[00191] Em outra modalidade, apés distribuir a composicdo subme-
tida a aerossolizagdo a um individuo, pelo menos 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 90%, ou 95% da dose é depositada no pulm&o, em oposi-

¢cao a regiao orofaringea e as vias respiratérias condutoras. Em uma
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modalidade especifica, pelo menos 80% da dose sao depositados no
pulmao, em oposicao a regiao orofaringea e as vias respiratorias con-
dutoras. Em outra modalidade especifica, pelo menos 90% da dose
sdo depositados no pulm&o, em oposi¢ao a regido orofaringea e as
vias respiratorias condutoras. Em uma modalidade especifica, o indivi-
duo € um rato. Em outra modalidade especifica, a porcentagem de de-
posicao é determinada com o uso de um nebulizador de jato Pari LC
plus para administrar aos ratos com as formulagdes descritas no pre-
sente documento.

[00192] Em outra modalidade, a meia-vida de tecido de pulmao de
BisEDT é 80 h ou mais quando o rato recebe uma dose unica de 100
Mg/kg de pulmdo com o uso de um nebulizador de jato Pari LC plus
para administrar aos ratos com as formulagbes descritas no presente
documento. Em outra modalidade, a meia-vida de tecido de pulmao de
BisEDT é 90 h ou mais. Em outra modalidade, a meia-vida de tecido
de pulmé&o de BiseEDT € 100 h ou mais.

[00193] Em outra modalidade, os métodos da presente invengéo
podem incluir tratar, gerir ou atenuar a gravidade de sintomas e infec-
coes de fibrose cistica (CF) em um individuo, administrando-se ao in-
dividuo uma composi¢cao de bismuto-tiol (BT) que compreende pelo
menos um composto de BT, em que a composi¢do € uma suspensao
de microparticulas que tém um diametro volumétrico médio (VMD) de
aproximadamente 0,4 ym a aproximadamente 5 ym e/ou um didmetro
aerodinamico mediano de massa (MMAD) de aproximadamente 0,4
Mm a aproximadamente 5 pm.

[00194] Em algumas modalidades, a composi¢do € uma suspensao
de microparticulas que tem um didametro médio volumétrico (VMD) de
aproximadamente 0,4 ym a aproximadamente 5 ym. Em algumas mo-
dalidades, pelo menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90% ou 95% das

microparticulas tém um VMD de aproximadamente 0,4 ym a aproxi-
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madamente 5 ym, ou de aproximadamente 0,6um a aproximadamente
2,5 um, ou de aproximadamente 0,7 um a aproximadamente 4 um, ou
de aproximadamente 0,7 um a aproximadamente 3,5 ym, ou de apro-
ximadamente 0,7 ym a aproximadamente 3,0 ym, ou de aproximada-
mente 0,9 ym a aproximadamente 3,5 um, ou de aproximadamente 0,9
Mm a aproximadamente 3 pm, ou de aproximadamente 0,8 um a apro-
ximadamente 1,8 um, ou de aproximadamente 0,8 pm a aproximada-
mente 1,6 um, ou de aproximadamente 0,9 um a aproximadamente 1,4
Mm, ou de aproximadamente 1,0 ym a aproximadamente 2,0 ym, ou
de aproximadamente 1,0 yum a aproximadamente 1,8 ym e todas as
faixas entre os mesmos. Em algumas modalidades, pelo menos 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 90%, ou 95% das microparticulas tém um VMD
de aproximadamente 0,6um a aproximadamente 2,5um, ou de aproxi-
madamente 0,8 ym a aproximadamente 1,6 um, ou de aproximada-
mente 0,9 ym a aproximadamente 3,5 um, ou de aproximadamente 0,9
MM a aproximadamente 3 um, ou de aproximadamente 0,9 ym a apro-
ximadamente 1,4 ym, ou de aproximadamente 1,0 ym a aproximada-
mente 2,0 um, ou de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 1,8
Mm e todas as faixas entre os mesmos. Em algumas modalidades, as
microparticulas tém um D90 de inferior a aproximadamente 10 pm. Por
exemplo, em algumas modalidades, as microparticulas tém um D90 de
menos do que cerca de 10 ym, 9 ym, 8 ym, 7 ym, 6 ym, 5 um, 4 ym, 3
Mm, 2 ym ou aproximadamente 1 ym. Em algumas modalidades, as
microparticulas tém um D90 de inferior a aproximadamente 3 ym. Em
algumas modalidades, as microparticulas tém um D90 na faixa de
aproximadamente 1 ym a aproximadamente 5 ym, ou cerca de 2 um a
aproximadamente 6 ym, ou cerca de 2 um a aproximadamente 4 ym,
ou cerca de 2 ym a aproximadamente 3 ym, ou cerca de 1 um a apro-
ximadamente 4 um, ou cerca de 1 ym a aproximadamente 3 ym.

[00195] Em algumas modalidades, a composi¢ao de BT é submeti-
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da a aerossolizacdo, em que as goticulas liquidas submetidas a ae-
rossolizagdo tém um MMAD de aproximadamente 0,4 ym a aproxima-
damente 5 ym. Em algumas modalidades, pelo menos 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 90%, ou 95% das goticulas liquidas tém um MMAD
de aproximadamente 0,4 ym a aproximadamente 7 um, ou de aproxi-
madamente 0,5 ym a aproximadamente 5 ym, ou de aproximadamente
0,7 um a aproximadamente 4 um, ou de aproximadamente 0,7 um a
aproximadamente 3,5 ym, ou de aproximadamente 0,8 um a aproxi-
madamente 3,5 uym, ou de aproximadamente 0,9 um a aproximada-
mente 3,5 uym, ou de aproximadamente 0,9 ym a aproximadamente 3
Mm, ou de aproximadamente 0,8 ym a aproximadamente 1,8 ym, ou
de aproximadamente 0,8 um a aproximadamente 1,6 um, ou de apro-
ximadamente 0,9 ym a aproximadamente 1,4 ym, ou de aproximada-
mente 1,0 ym a aproximadamente 2,0 uym, ou de aproximadamente 1,0
MM a aproximadamente 1,8 ym e todas as faixas entre os mesmos.
Em algumas modalidades, pelo menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
90%, ou 95% das goticulas liquidas tém um MMAD de aproximada-
mente 0,8 um a aproximadamente 1,6 um, ou de aproximadamente 0,9
MM a aproximadamente 3,5 uym, ou de aproximadamente 0,9 ym a
aproximadamente 3 ym, ou de aproximadamente 0,9 ym a aproxima-
damente 1,4 ym, ou de aproximadamente 1,0 ym a aproximadamente
2,0 um, ou de aproximadamente 1,0 ym a aproximadamente 1,8 um e
todas as faixas entre os mesmos. Em algumas modalidades, a plurali-
dade de goticulas liquidas tem um D90 inferior a aproximadamente 10
pMm. Por exemplo, em algumas modalidades, a pluralidade de goticulas
liquidas tem um D90 inferior a aproximadamente 10 ym, 9 ym, 8 ym, 7
MM, 6 um, 5 um, 4 ym, 3 uym, 2 ym, ou aproximadamente 1 ym. Em
algumas modalidades, a pluralidade de goticulas liquidas tem um D90
inferior a aproximadamente 3 um. Em algumas modalidades, a plurali-

dade de goticulas liquidas tem um D90 na faixa de aproximadamente
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1 ym a aproximadamente 5 um, ou cerca de 2 uym a aproximadamente
6 um, ou cerca de 2 ym a aproximadamente 4 ym, ou cerca de 2 ym a
aproximadamente 3 ym, ou cerca de 1 ym a aproximadamente 4 um,
ou cerca de 1 ym a aproximadamente 3 um.

[00196] Em algumas modalidades, a pluralidade de goticulas liqui-
das é dispersa em uma fase de gas continuo.

[00197] Em algumas modalidades, o composto de BT do aerossol
compreende bismuto e/ou um sal de bismuto covalentemente associa-
do e/ou em um complexo de coordenagdo com um ou mais compostos
que contém tiol. Por exemplo, o sal de bismuto é nitrato de bismuto,
subnitrato de bismuto, ou cloreto de bismuto. Em algumas modalida-
des, o composto que contém tiol compreende um ou mais agentes se-
lecionados dentre 1,2-etano ditiol, 2,3-dimercaptopropanol, piritiona,
ditioeritritol, 3,4 dimercaptotolueno, 2,3-butanoditiol, 1,3-propanoditiol,
2-hidroxipropanotiol, 1-mercapto-2-propanol, ditioeritritol, ditiotreitol,
cisteamina e acido alfa-lipoico. Em algumas modalidades, a composi-
cao de BT compreende um ou mais compostos de BT selecionados
dentre BisBAL, BisEDT, Bis-dimercaprol, BisDTT, Bis-2-mercapto-
etanol, Bis-DTE, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, Bis-PDT, Bis-
Pyr/Bal, Bis-Pyr/BDT, BisPyr/EDT, Bis-Pyr/PDT, Bis-Pyr/Tol, Bis-
Pyr/Ery, BisEDT/CSTMN (1:1), BisPYR/CSTMN (1:1), BisBAL/CSTMN
(1:1), BisTOL/CSTMN (1:1), bismuto-1-mercapto-2-propanol, e Bis-
EDT/2-hidroxi-1-propanotiol. Em algumas modalidades, o composto de
BT é selecionado dentre um ou mais de Bis-EDT, Bis-Bal, Bis-Pyr, Bis-
Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, ou Bis-EDT/2-hidroxi-1-propano tiol. Em algu-
mas modalidades, o composto de BT no aerossol é BisEDT. Em algu-
mas modalidades, o composto de BT do aerossol € BisBDT ou Bis-
BAL.

[00198] Em algumas modalidades das composi¢cdes presentemente
descritas, pelo menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, ou 95% das
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microparticulas tém um diametro volumétrico médio de aproximada-
mente 0,6 ym a aproximadamente 2,5 ym. Em algumas modalidades,
substancialmente todas as microparticulas tém um VMD de aproxima-
damente 0,6 ym a aproximadamente 2,5 ym. Em algumas modalida-
des, pelo menos 70% das particulas submetidas a aerossolizagdo tém
um MMAD de aproximadamente 0,9 ym a aproximadamente 3 um. Em
algumas modalidades, a composi¢cdo € uma suspensao de microparti-
culas que tém um diametro volumétrico médio (VMD) de aproximada-
mente 0,6 um a aproximadamente 2,5 ym e/ou um diametro aerodi-
namico mediano de massa (MMAD) de aproximadamente 0,9 ym a
aproximadamente 3 ym. Em algumas modalidades, a composi¢ao de
bismuto-tiol compreende uma pluralidade de microparticulas que com-
preendem um composto de bismuto-tiol (BT), em que substancialmen-
te todas as ditas microparticulas tém um didmetro volumétrico medio
de aproximadamente 0,4 um a aproximadamente 5 um, e em que o
composto de BT compreende bismuto ou um sal de bismuto e um
composto que contém tiol.

[00199] Em algumas modalidades, a composicédo € submetida a ae-
rossolizagdo por meio de um nebulizador. Por exemplo, o nebulizador
€ um nebulizador de jato ou nebulizador de malha vibratéria. Em al-
gumas modalidades, o nebulizador de jato € um nebulizador de jato
Pari LC Plus ou nebulizador de jato Pari LC SPRINT. Em algumas mo-
dalidades, o nebulizador tem uma pressdo de entrada de aproxima-
damente 10 a aproximadamente 0,28 MPa (40 psig) (por exemplo,
0,14 a 0,17 MPa (20 a 25 psig)). Em algumas modalidades, o fluxo de
entrada é de aproximadamente 3 |/min a aproximadamente 8 I/min (por
exemplo, 5,2 I/min). Em algumas modalidades, o fluxo de ar de exaus-
tdo é de aproximadamente 3 I/min a aproximadamente 8 I/min (por
exemplo, 5 I/min).

[00200] Exemplos de carreadores aquosos € ndo aquosos adequa-
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dos que podem ser empregues nas composicdes farmacéuticas da
invencgao incluem agua, etanol, polidis (como glicerol, propileno glicol,
polietileno glicol, e semelhantes), e misturas adequadas dos mesmos,
Oleos vegetais, como 6leo de oliva, e ésteres organicos injetaveis, co-
mo oleato de etila. A fluidez apropriada pode ser mantida, por exem-
plo, pelo uso de materiais de revestimento, como lecitina, pela manu-
tencdo do tamanho de particula necessario no caso de dispersdes e
pelo uso de tensoativos.

[00201] Estas composi¢cbes também podem conter adjuvantes, co-
mo conservantes, agentes umectantes, agentes emulsificantes e tam-
bém pode ser desejavel que agentes dispersantes incluam agentes
isotbnicos, como acgucares, cloreto de sddio e semelhantes nas com-
posicoes. Além disto, a absorcao prolongada da forma farmacéutica
injetavel pode ser causada pela inclusdo de agentes que atrasam a
absorgao, como monoestearato de aluminio e gelatina.

[00202] Em alguns casos, a fim de prolongar o efeito de um farma-
co, é desejavel atrasar a absorcao do farmaco de injegao subcutanea
ou intramuscular. Isso pode ser alcangado pelo uso de uma suspensao
liquida de material cristalino ou amorfo que tem solubilidade de agua
insatisfatoria. A taxa de absorgédo do farmaco, entdo, depende de sua
taxa de dissolucéo, que, por sua vez, pode depender mediante tama-
nho de cristal e forma cristalina. Alternativamente, a absorcéo atrasada
de uma forma de farmaco administrada por via parentérica é alcanga-
da por dissolugao ou suspensao do farmaco em um veiculo de dleo.
[00203] Os niveis de dosagem atuais dos ingredientes ativos nas
composicdes farmacéuticas podem ser variados de modo a obter uma
quantidade do ingrediente ativo que é eficaz para alcangar a resposta
terapéutica desejavel para um paciente, composicdo e modo de admi-
nistragao particular, sem ser toxico para o paciente.

[00204] O nivel de dosagem selecionado dependera de uma varie-
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dade de fatores incluindo a atividade do composto particular ou combi-
nacdo de compostos empregues, ou o éster, sal ou amida do mesmo,
a via de administracéo, o tempo de administracido, a taxa de excrecao
do composto particular (ou compostos particulares) que é empregue, a
duracado do tratamento, outros farmacos, compostos e/ou materiais
usados em combinagdo com o composto particular (ou compostos par-
ticulares) empregue, a idade, sexo, peso, condi¢do, saude geral e his-
torico meédico anterior do individuo sendo tratado, e fatores semelhan-
tes bem conhecidos na técnica médica.

[00205] Um médico ou veterinario que tem habilidade comum na
técnica pode determinar prontamente e prescrever a quantidade tera-
peuticamente eficaz da composicdo farmacéutica necessaria. Por
exemplo, o médico ou veterinario pode comegar com doses da com-
posicdo farmacéutica ou composto em niveis mais baixos do que o
necessario a fim de alcangar o efeito terapéutico e aumentar gradual-
mente a dosagem até o efeito desejavel ser alcancado. Por "quantida-
de terapeuticamente eficaz" entende-se que a concentracdo de um
composto que é suficiente para elicitar o efeito terapéutico desejavel. E
geralmente entendido que a quantidade eficaz do composto variara de
acordo com o peso, sexo, idade, e histérico médico do individuo. Ou-
tros fatores que influenciam a quantidade eficaz podem incluir, mas
sem limitacéo, a gravidade da afecg¢ao do individuo, o disturbio em tra-
tamento, a estabilidade do composto, e, se desejavel, outro tipo de
agente terapéutico sendo administrado com o composto da invencéo.
Uma dose total maior pode ser distribuida por multiplas administragdes
do agente. Os métodos para determinar a eficacia e a dosagem sao
conhecidos por aqueles versados na técnica (Isselbacher et al. (1996)
Harrison’s Principles of Internal Medicine 13 ed., 1.814 a 1.882, incor-
porado ao presente documento a titulo de referéncia).

[00206] Em geral, uma dose adequada de um composto ativo usa-
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do nas composi¢cdes e métodos da invencao serao aquela quantidade
do composto que é a dose mais baixa eficaz para produzir um efeito
terapéutico. Tal dose eficaz dependera geralmente dos fatores descri-
tos acima.

[00207] Esta invencgao inclui o uso de sais farmaceuticamente acei-
taveis de compostos da invengdo nas composi¢cdes e métodos da pre-
sente invengdo. Em certas modalidades, os sais contemplados da in-
vencao incluem, mas sem limitagao, sais de alquil, dialquil, trialquil ou
tetra-alquil amoénio. Em certas modalidades, os sais contemplados da
invencgao incluem, mas sem limitacao, L-arginina, benentamina, benza-
tina, betaina, hidréxido de calcio, colina, deanol, dietanolamina, dieti-
lamina, 2-(dietilamino)etanol, etanolamina, etilenodiamina, N-metilglu-
camina, hidrabamina, 1H-imidazol, litio, L-lisina, magnésio, 4-(2-hidro-
xietil)morfolina, piperazina, potassio, 1-(2-hidroxietil)pirrolidina, sdédio,
trietanolamina, trometamina e sais de zinco. Em certas modalidades,
os sais contemplados da invencgao incluem, mas sem limitacdo, Na,
Ca, K, Mg, Zn ou outros sais de metal.

[00208] Os sais de adicdo de acido farmaceuticamente aceitaveis
também podem existir como varios solvatos, como com agua, metanol,
etanol, dimetilformamida e semelhantes. Misturas de tais solvatos
também podem ser preparadas. A fonte de tal solvato pode ser origi-
naria do solvente de cristalizacéo, inerente do solvente de preparacéao
ou cristalizagao, ou fortuita a tal solvente.

[00209] Os agentes umectantes, emulsificantes e lubrificantes, co-
mo sulfato de sddio e estearato de magnésio, assim como agentes de
coloracdo, agentes de liberagcdo, agentes de revestimento, agentes
adogantes, saborizantes e perfumantes, conservantes e antioxidantes
também podem estar presentes nas composigoes.

[00210] Os exemplos de antioxidantes farmaceuticamente aceita-

veis incluem: (1) antioxidantes soluveis em agua, como acido ascorbi-

Peticao 870210031377, de 06/04/2021, pag. 125/367



75/275

co, cloridrato de cisteina, bissulfito de sodio, metabissulfito de sodio,
sulfito de sodio e semelhantes; (2) antioxidantes soluveis em 6leo, co-
mo palmitato de ascorbila, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno
butilado (BHT), lecitina, propil galato, alfa-tocoferol, e semelhantes; e
(3) agentes quelantes de metal, como acido citrico, acido etilenodiami-
na tetra-acético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosforico e se-
melhantes.

MODALIDADES

[00211] 1. Um método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade de
sintomas de fibrose cistica (CF) e infeccoes em um individuo, em que
o meétodo compreende administrar ao individuo uma composigao de
bismuto-tiol (BT) que compreende pelo menos um composto de BT.
[00212] 2. O método da modalidade 1, em que o individuo tem pelo
menos uma infec¢géo pulmonar.

[00213] 3. O método da modalidade 2, em que o individuo tem pelo
menos duas infecgdes pulmonares e as infecgdes sao ou simultaneas
ou estdo em ordem sucessiva.

[00214] 4. O método da modalidade 2 ou 3, em que a infec¢ao pul-
monar € em um pulméao.

[00215] 5. O método de qualquer uma das modalidades 2 a 4, em
que a infeccado pulmonar ocorre em ambos o0s pulmdes.

[00216] 6. O método de qualquer uma das modalidades 2 a 5, em
que a infecgdo pulmonar ocorre em um ou mais dentre os trés I6bulos
do pulmao direito.

[00217] 7. O método de qualquer uma das modalidades 2 a 6, em
que a infecgao pulmonar € em um ou ambos os lébulos do pulméo es-
querdo.

[00218] 8. O método de qualquer uma das modalidades 2 a 7, em
que a infeccao pulmonar é infeccdo por bronquiectasia, pneumonia,

febre do vale, aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), pneumo-
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nia associada a ventilagdo mecanica, pneumonia adquirida em hospi-
tal, pneumonia adquirida na comunidade, traqueobronquite associada
a ventilagdo mecanica, infeccéo do trato respiratério inferior, Mycobac-
terianao tuberculosa, antraz, legionelose, coqueluche, bronquite, bron-
quiolite, infecgao associada a DPOC e pos-transplante pulmonar.
[00219] 9. O método de qualquer uma das modalidades 2 a 8, em
que a infeccdo pulmonar contém um ou mais patdégenos bacterianos
e/ou fungicos.

[00220] 10. O método de qualquer uma das modalidades 2 a 9, em
que a infeccdo pulmonar é uma infec¢céo pulmonar relacionada a CF.
[00221] 11. O método da modalidade 10 que compreende o trata-
mento da infecgao pulmonar relacionada a CF.

[00222] 12. O método da modalidade 10 que compreende gerir a
infecgdo pulmonar relacionada a CF.

[00223] 13. O método da modalidade 10 que compreende atenuar a
gravidade da infecgdo pulmonar relacionada a CF.

[00224] 14. O método de qualquer uma das modalidades 2 a 13, em
que a infeccao pulmonar esta localizada na mucosa pulmonar, nos
brénquios, nos alvéolos, nos macrofagos e/ou nos bronquiolos, ou so-
bre os mesmos.

[00225] 15. O método de qualquer uma das modalidades 2 a 13, em
que a infecgcado pulmonar esta localizada na superficie de ou dentro de
um biofilme bacteriano, bactérias agregadas, um biofilme fungico, um
biofilme multiespécies ou multifilo combinado composto por bactérias e
fungos ou fungos agregados.

[00226] 16. O método de qualquer uma das modalidades 2 a 13, em
que a infeccdo pulmonar esta localizada no esputo.

[00227] 17. O método de qualquer uma das modalidades 9 a 16, em
que o patdgeno bacteriano compreende uma ou mais bactérias gram-

positivas e/ou bactérias gram-negativas.
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[00228] 18. O método de qualquer uma das modalidades 9 a 17, em
que o patdgeno bacteriano compreende um ou mais dentre um biofil-
me bacteriano e/ou bactérias planctdnicas.
[00229] 19. O método da modalidade 18, em que o método com-
preende pelo menos um dentre: (i) reduzir o biofilme bacteriano, (ii)
impedir o crescimento do biofilme bacteriano, (iii) prevenir a formagao
inicial do biofilme bacteriano, e/ou (iv) prevenir a reforma do biofilme
bacteriano.
[00230] 20. O método de qualquer uma das modalidades 9 a 16, em
que o patogeno fungico compreende fungos plancténicos e/ou fungos
de biofilme.
[00231] 21. O método de qualquer uma das modalidades 9 a 20, em
que a composicao de BT trata, gere ou atenua a gravidade da infecgao
pulmonar por meio um dentre ou por meio dos seguintes dois:

- prevencao da infecgdo por patégeno bacteriano ou paté-
geno fungico; e

- redugdo do patdgeno bacteriano ou fungico; e/ou

- reducgao da viscosidade do esputo.
[00232] 22. O método de qualquer uma das modalidades 9 a 20, em
que a composicao de BT trata, gere ou atenua a gravidade da infecgao
pulmonar por um ou mais dentre:

- prevencgao de elaboracédo de secrecao de exotoxinas con-
tra patégeno bacteriano ou fungico;

- inibicao de viabilidade celular ou proliferagdo celular de
células plancténicas do patégeno bacteriano ou fungico;

- inibicdo de formagao de biofilme pelo patégeno bacteriano
ou fungico;

- inibicdo da invasividade do biofilme a tecidos pulmonares;

- inibicdo da patogenicidade de biofilme a tecidos pulmona-

res; e
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- inibicdo da viabilidade de biofilme ou crescimento de bio-
filme de células de formacgao de biofilme do patégeno bacteriano ou
fungico.

[00233] 23. O método de qualquer uma das modalidades 9 a 22, em
gque um ou mais patéogenos sao selecionados dentre Haemophilus in-
fluenzae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Sta-
phylococcus warneri Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus milleri/anginous, Streptococcus pyogenes,
mycobacterium nao tuberculoso, Mycobacterium tuberculosis, Burkhol-
deria spp., Achromobacter xylosoxidans, Pandoraea sputorum, Steno-
trophomonas maltophilia, Alcaligenes xylosoxidans, Haemophilus pitt-
maniae, Serratia marcescens, Candida albicans, Candida albicans re-
sistentes a farmacos, Candida glabrata, Candida krusei, Candida guilli-
ermondii, Candida auris, Candida tropicalis, Asperqillus niger, Aspergillus
terreus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Morganella morganii,
Inquilinus limosus, Ralstonia mannitolilytica, Pandoraea apista, Pandora-
ea pnomenusa, Pandoraea sputorum, Bdellovibrio bacteriovorus, Borde-
tella bronchiseptica, Vampirovibrio chlorellavorus, Actinobacter bau-
manni, Cupriadidus metallidurans, Cupriavidus pauculus, Cupriavidus
respiraculi, Delftia acidivordans, Exophilia dermatitidis, Herbaspirillum
frisingense, Herbaspirillum seropedicae, Klebsiella pneumoniae, Pan-
doraea norimbergensis, Pandoraea pulmonicola, Pseudomonas men-
docina, Pseudomonas pseudoalcaligenes, Pseudomonas putida,
Pseudomonas stutzeri, Ralstonia insidiosa, Ralstonia pickettii, Neisse-
ria gonorrhoeae, E. Coli NDM-1 positiva, Enterobacter cloaca, E. fae-
ciumresistente a vancomicina, E. faecalisresistente a vancomicina, E.
faecium, E. faecalis, S. agalactiaeresistente a clindamicina, S. agalac-
tiae, Bacteroides fragilis, Clostridium difficile, Streptococcus pneumo-
nia, Moraxella catarrhalis, Haemophilus haemolyticus, Haemophilus

parainfluenzae, Chlamydophilia pneumoniae, Mycoplasma pneumoni-
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ae, Atopobium, Sphingomonas, Saccharibacteria, Leptotrichia, Cap-
nocytophaga, Oribacterium, Aquabacterium, Lachnoanaerobaculum,
Campylobacter, Acinetobacter; Agrobacterium; Bordetella; Brevundi-
monas,; Chryseobacterium; Delftia; Enterobacter; Klebsiella, Pandora-
ea, Pseudomonas; Ralstonia, e Prevotella.

[00234] 24. O método da modalidade 23, em que a micobactéria
nao tuberculosa € selecionada dentre Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii, comple-
xo Mpycobacterium avium, Mycobacterium marinum, Mycobacterium
terrae e Mycobacterium cheloni.

[00235] 25. O método da modalidade 23, em que Burkholderia spp.
€ selecionada dentre Burkholderia cepacia, complexo Burkholderia ce-
pacia, Burkholderia multivorans, Burkholderia cenocepacia, Burkholde-
ria stable, Burkholderia vietnamiensis, Burkholderia dolosa, Burkholde-
ria ambifaria, Burkholderia anthina, Burkholderia pyrroceriahold,
Burkholderia pyrroceria Burkholderia, lateria metallica, Burkholderia
seminalis, Burkholderia contaminans e Burkholderia diffusa.

[00236] 26. O método da modalidade 23, em que um ou mais pato-
genos sao selecionados dentre Pseudomonas aeruginosa, Pseudo-
monas aeruginosa resistente a um unico medicamento, Pseudomonas
aeruginosa multirresistente, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
aureus resistente a um unico medicamento, Staphylococcus aureus
resistente a medicamentos, Staphylococcus aureus resistente a metici-
lina, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Haemophilus
influenzae, Burkholderia cepacia, multivorans Burkholderia, Burkholde-
ria cenocepacia, Burkholderia dolosa, Achromobacter xylosoxidans,
Stenotrophomonas maltophilia, Staphylococcus epidermidis e Burkhol-
deria vietnamiensis.

[00237] 27. O método da modalidade 23, em que um ou mais pato-
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genos sao selecionados dentre Haemophilus influenzae, Pseudomo-
nas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

[00238] 28. O método de qualquer uma das modalidades 18, 19 e
22, em que um ou mais patdgenos sao selecionados dentre biofilmes
de Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cenocepacia, complexo
Burkholderia cepacia, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium,
Achromobacter spp., Staphylococonas epidermidis, Staphylococonas
epidermidis, maltofilia e Staphylococcus aureus.

[00239] 29. O método de acordo com a modalidade 27, em que
Pseudomonas aeruginosa e/ou Staphylococcus aureus sao multirresis-
tentes.

[00240] 30. O método de qualquer uma das modalidades 9 a 29, em
gue um ou mais patdégenos exibem resisténcia ou sao refratarios a um
antibidtico selecionado dentre amicacina, aztreonam, meticilina, van-
comicina, nafcilina, gentamicina, ampicilina, cloranfenicol, doxiciclina,
colistina, delamanid, pretomanida, clofazimina, bedaquilina e tobrami-
cina.

[00241] 31. O método da modalidade 30, em que o antibidtico &
amicacina ou tobramicina.

[00242] 32. O método da modalidade 30, em que o patégeno bacte-
riano é Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

[00243] 33. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 32 que
compreende adicionalmente coadministrar ao individuo um antibiotico
selecionado dentre amicacina, tobramicina, gentamicina, piperacilina,
mezlocilina, ticarcilina, imipenem, ciprofloxacina, ceftazidima, aztreo-
nam, ticarcilina-clavulato, a amoxicilina, o trimetoprim-sulfametoxazol,
cefalexina, piperacilina-tazobactam, linezolida, daptomicina, vancomi-
cina, metronidazol, clindamicina, colistina, a tetraciclina, a levofloxaci-
na, a amoxicilina e acido clavulanico (Augmentin®-cloxacilina, dicloxa-

cilina, cefdinir, cefprozil, cefaclor, cefuroxima, eritromicina/sulfisoxazol,
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eritromicina, claritromicina, azitromicina, doxiciclina, minociclina, tigecicli-
na, imipenem, meropenem, colistimetato/colistina®meticilina, oxacilina,
nafcilina, carbenicilina, azlocilina, piperacilina e tazobactam (Zosyn®"
cefepima, etambutol, rifampicina e meropenem.
[00244] 34. O método da modalidade 33, em que o antibidtico é se-
lecionado dentre meropenem, ceftazidima, tobramicina, amicacina,
aztreonam, ciprofloxacina, colistina e levofloxacina.
[00245] 35. O método de qualquer uma das modalidades 9 a 22, em
qgue o fungo patogénico € Candida albicans, Candida albicans resisten-
te a farmaco, Candida glabrata, Candida krusei, Candida guilliermon-
dii, Candida auris, Candida tropicalis, Aspergillus niger, Asperqgillus ter-
reus, Aspergillus fumigatus e/ou Aspergillus flavus.
[00246] 36. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 35 que
compreende administrar a composi¢gdo de BT por meio de inalagao,
por via oral ou nasal, com o uso de um dispositivo de aerossol.
[00247] 37. O método da modalidade 36, em que o dispositivo de
aerossol é um nebulizador.
[00248] 38. O método da modalidade 36 ou 37, em que a composi-
cao de BT esta na forma de uma solugdo aquosa, suspensao aquosa
ou po seco.
[00249] 39. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 38, em
que a composicao de BT é administrada por via topica ao tecido pul-
monar.
[00250] 40. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 39, em
que

a composicao de BT é administrada com uma dosagem de
aproximadamente 0,25 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de apro-
ximadamente 0,4 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproxima-
damente 0,6 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproximadamen-

te 0,6 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 5
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mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 10 mg/ml
a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 25 mg/ml a
aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 50 mg/ml a apro-
ximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 0,8 mg/ml a aproxima-
damente 15 mg/ml, de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente
10 mg/ml, de 2,5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproxima-
damente 4 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproximadamente
5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproximadamente 6 mg/ml
a aproximadamente 10 mg/ml, 0,6 mg/ml a aproximadamente 6 mg/ml,
de aproximadamente 4 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de apro-
ximadamente 6 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproximada-
mente 50 pg/ml a aproximadamente 750 uyg/ml, de aproximadamente
75 pg/ml a aproximadamente 500 pg/ml, de aproximadamente 100
Mg/ml a aproximadamente 250 ug/ml, de aproximadamente 100 pg/ml
a aproximadamente 150 ug/ml ou de aproximadamente 75 ug/ml a
aproximadamente 150 pg/ml; e/ou

a quantidade total da composi¢cao de BT administrada aos
pulmdes € de aproximadamente 0,25 mg a aproximadamente 15 mg,
de aproximadamente 0,4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproxima-
damente 0,6 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 0,8
mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 1 mg a aproxi-
madamente 10 mg, de 2,5 mg a aproximadamente 10 mg, de aproxi-
madamente 4 mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 5
mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 6 mg a aproxi-
madamente 10 mg, 0,6 mg a aproximadamente 6 mg, de aproximada-
mente 4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 6 mg a
aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 50 pyg a aproximada-
mente 750 pg, de aproximadamente 75 ug a aproximadamente 500
Mg, de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 250 ug, de apro-

ximadamente 100 ug a aproximadamente 150 ug ou de aproximada-
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mente 75 ug a aproximadamente 150 ug.

[00251] 41. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 40, em
que a composicdo de BT é administrada com uma dosagem de apro-
ximadamente 0,6 mg/ml a aproximadamente 6 mg/ml.

[00252] 42. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 41, em
que a composicao de BT € administrada trés vezes ao dia, duas vezes
ao dia, uma vez ao dia, a cada dois dias, uma vez a cada trés dias,
uma vez por semana, uma vez a cada duas semanas uma vez por
més ou uma vez a cada dois meses.

[00253] 43. O método da modalidade 42, em que a composicao de
BT é administrada uma vez por semana.

[00254] 44. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 43, em
gue um ou mais dentre os seguintes sintomas de fibrose cistica tém a
gravidade atenuada no individuo: tosse, respiragcao ofegante, falta de
ar, bronquiectasia, pdlipos nasais, hemoptise, insuficiéncia respiratoria
e exacerbacgao pulmonar.

[00255] 45. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 44, em
que a composi¢ao de bismuto compreende uma pluralidade de micro-
particulas que compreendem um composto de bismuto-tiol (BT), em
que substancialmente todas as ditas microparticulas tém um diametro
volumétrico médio de aproximadamente 0,4 um a aproximadamente 5
Mm, e em que o composto de BT compreende bismuto ou um sal de
bismuto e um composto que contém tiol.

[00256] 46. O método da modalidade 45, em que pelo menos 60%,
65%, 70, 75%, 80%, 90% ou 95% das microparticulas tém um diame-
tro volumétrico médio de aproximadamente 0,4 ym a aproximadamen-
te 3 um, ou de aproximadamente 0,5 um a aproximadamente 2 ym, ou
de aproximadamente 0,7 ym a aproximadamente 2 um, ou de aproxi-
madamente 0,8 um a aproximadamente 1,8 ym, ou de aproximada-

mente 0,8 um a aproximadamente 1,6 ym, ou de aproximadamente 0,9
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Mm a aproximadamente 1,4 um, ou de aproximadamente 1,0 um a
aproximadamente 2,0 ym, ou de aproximadamente 1,0 um a aproxi-
madamente 1,8 um.

[00257] 47. O método das modalidades 45 a 46, em que o sal de
bismuto é nitrato de bismuto, subnitrato de bismuto ou cloreto de bis-
muto.

[00258] 48. O método das modalidades 45 a 46, em que o compos-
to que contém tiol compreende um ou mais agentes selecionados den-
tre 1,2-etano ditiol, 2,3-dimercaptopropanol, piritiona, ditioeritritol, 3,4
dimercaptotolueno, 2,3-butanoditiol, 1,3-propanoditiol, 2-hidroxipropa-
notiol, 1-mercapto-2-propanol, ditioeritritol, ditiotreitol, cisteamina e
acido alfa-lipoico.

[00259] 49. O método de qualquer uma das modalidades 45 a 48,
em que a composicao BT compreende um ou mais compostos de BT
selecionados dentre BisBAL,BisEDT, Bis-dimercaprol, BisDTT, Bis-2-
mercaptoetanol, Bis-DTE, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, Bis-PDT,
Bis-Pyr/Bal, Bis-Pyr/BDT, BisPyr/EDT, Bis-Pyr/PDT, Bis-Pyr/Tol, Bis-
Pyr/Ery, bismuto-1-mercapto-2-propanol, BisEDT/CSTMN (1:1), Bis-
PYR/CSTMN (1:1), BisBAL/CSTMN (1:1), BisTOL/CSTMN (1:1) e Bis-
EDT/2-hidroxi-1-propanotiol.

[00260] 50. O método da modalidade 49, em que o composto de BT
€ selecionado dentre um ou mais de Bis-EDT, Bis-Bal, Bis-Pyr, Bis-
Ery, Bis-Tol, Bis-BDT ou Bis-EDT/2-hidréxi-1-propano tiol.

[00261] 51. O método da modalidade 50, em que o composto de BT
é BisEDT.

[00262] 52. O método da modalidade 50, em que o composto de BT
é BisBDT ou BisBAL.

[00263] 53. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 52, em
que a quantidade total da composicdo de BT administrada a regiao

profunda do pulm&o é de aproximadamente 0,25 mg a aproximada-
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mente 15 mg, de aproximadamente 0,4 mg a aproximadamente 15 mg,
de aproximadamente 0,6 mg a aproximadamente 15 mg, de aproxima-
damente 0,8 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 1
mg a aproximadamente 10 mg, de 2,5 mg a aproximadamente 10 mg,
de aproximadamente 4 mg a aproximadamente 10 mg, de aproxima-
damente 5 mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 6 mg
a aproximadamente 10 mg, 0,6 mg a aproximadamente 6 mg, de apro-
ximadamente 4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 6
mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 50 uyg a aproxi-
madamente 750 ug, de aproximadamente 75 yg a aproximadamente
500 ug, de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 250 g, de
aproximadamente 100 ug a aproximadamente 150 pg, ou de aproxi-
madamente 75 pg a aproximadamente 150 pg.
[00264] 54. O método da modalidade 53, em que a regido profunda
do pulméo sao os alvéolos pulmonares profundos.
[00265] 55. Um aerossol que compreende uma pluralidade de goti-
culas liquidas dispersas em um gas, sendo que as referidas goticulas
liquidas compreendem uma composicao de BT que compreende pelo
menos um composto de BT suspenso na mesma, em que o composto
de BT compreende bismuto e/ou um sal de bismuto e um composto
que contém tiol; e

em que pelo menos 60%, 65%, 70, 75%, 80%, 90% ou 95%
das goticulas liquidas tém um diametro aerodinamico mediano de
massa (MMAD) de aproximadamente 0,4 ym a aproximadamente 5
pm.
[00266] 56. O aerossol da modalidade 55, em que as goticulas li-
quidas tém um MMAD de aproximadamente 0,4 ym a aproximadamen-
te 7 um, ou de aproximadamente 0,5 um a aproximadamente 5 ym, ou
de aproximadamente 0,7 ym a aproximadamente 4 ym, ou de aproxi-

madamente 0,7 um a aproximadamente 3,5 ym, ou de aproximada-

Peticao 870210031377, de 06/04/2021, pag. 136/367



86/275

mente 0,8 um a aproximadamente 3,5 um, ou de aproximadamente 0,9
Mm a aproximadamente 3,5 um, ou de aproximadamente 0,9 um a
aproximadamente 3 ym, ou de aproximadamente 0,8 um a aproxima-
damente 1,8 ym, ou de aproximadamente 0,8 ym a aproximadamente
1,6 um, ou de aproximadamente 0,9 ym a aproximadamente 1,4 um,
ou de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 2,0 ym, ou de
aproximadamente 1,0 ym a aproximadamente 1,8 um.

[00267] 57. O aerossol da modalidade 56, em que as goticulas li-
quidas tém um MMAD de aproximadamente 0,8 um a aproximadamen-
te 1,6 ym, ou de aproximadamente 0,9 um a aproximadamente 3,5
Mm, ou de aproximadamente 0,9 um a aproximadamente 3 um, ou de
aproximadamente 0,9 ym a aproximadamente 1,4 ym, ou de aproxi-
madamente 1,0 ym a aproximadamente 2,0 ym, ou de aproximada-
mente 1,0 ym a aproximadamente 1,8 um.

[00268] 58. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 57,
em que a pluralidade de goticulas liquidas tem um D90 inferior a apro-
ximadamente 5 pm.

[00269] 59. O aerossol da modalidade 58, em que a pluralidade de
goticulas liquidas tem um D90 inferior a aproximadamente 3 ym.
[00270] 60. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 59,
em que a pluralidade de goticulas liquidas é dispersa em uma fase de
gas continua.

[00271] 61. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 60,
em que o composto de BT compreende bismuto e/ou um sal de bismu-
to associado de maneira covalente e/ou em um complexo de coorde-
nacao com um ou mais compostos que contém tiol.

[00272] 62. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 61,
em que o sal de bismuto € nitrato de bismuto, subnitrato de bismuto ou
cloreto de bismuto.

[00273] 63. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 62,
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em que o composto que contém tiol compreende um ou mais agentes
selecionados dentre 1,2-etano ditiol, 2,3-dimercaptopropanol, piritiona,
ditioeritritol, 3,4 dimercaptotolueno, 2,3- butanoditiol, 1,3-propanoditiol,
2-hidroxipropanotiol, 1-mercapto-2-propanol, ditioeritritol, ditiotreitol,
cisteamina e acido alfa-lipoico.

[00274] 64. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 63,
em que a composicao BT compreende um ou mais compostos de BT
selecionados dentre BisBAL,BisEDT, Bis-dimercaprol, BisDTT, Bis-2-
mercaptoetanol, Bis-DTE, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, Bis-PDT,
Bis-Pyr/Bal, Bis-Pyr/BDT, BisPyr/EDT, Bis-Pyr/PDT, Bis-Pyr/Tol, Bis-
Pyr/Ery, bismuto-1-mercapto-2-propanol, BisEDT/CSTMN (1:1), Bis-
PYR/CSTMN (1:1), BisBAL/CSTMN (1:1), BisTOL/CSTMN (1:1) e Bis-
EDT/2-hidroxi-1-propanotiol.

[00275] 65. O aerossol da modalidade 64, em que o composto de
BT é selecionado dentre um ou mais de Bis-EDT, Bis-Bal, Bis-Pyr, Bis-
Ery, Bis-Tol, Bis-BDT ou Bis-EDT/2-hidroxi-1-propanotiol.

[00276] 66. O aerossol da modalidade 65, em que o composto de
BT & BiseDT.

[00277] 67. O aerossol da modalidade 55, em que o didmetro aero-
dindmico mediano de massa (MMAD) é determinado pelo tempo de
voo do laser e/ou do impactador em cascata.

[00278] 68. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 67,
em que o composto de BT esta suspenso na goticula de liquido.
[00279] 69. O aerossol da modalidade 68, em que o composto de
BT é BiseDT.

[00280] 70. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 69,
em que as goticulas compreendem adicionalmente Tween 80 (por
exemplo, de aproximadamente 0,05% a aproximadamente 1%) e opci-
onalmente

um tampao (por exemplo, fosfato de sédio ou citrato de s6-
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dio) a um pH de aproximadamente 7,4; e/ou

cloreto de sodio.

[00281] 71. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 70,
em que, caso depositados na regido profunda do pulméo, os compos-
tos de BT tém uma meia-vida média de pelo menos 2 dias.

[00282] 72. O aerossol da modalidade 71, em que, caso deposita-
dos na regido profunda do pulméo, os compostos de BT tém uma
meia-vida média de pelo menos 4 dias.

[00283] 73. Um método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade
dos sintomas de fibrose cistica (CF) e infeccdes em um individuo, em
que o método compreende administrar ao individuo uma composigcao
de bismuto-tiol (BT) que compreende pelo menos um composto de BT,
em que a composicao € uma suspensado de microparticulas que tém
um didmetro volumétrico médio (VMD) de aproximadamente 0,4 ym a
aproximadamente 5 ym e/ou um didmetro aerodinamico mediano de
massa (MMAD) de aproximadamente 0,4 ym a aproximadamente 5
pm.

[00284] 74. O método da modalidade 73, em que o composto de BT
é BisEDT.

[00285] 75. O método da modalidade 74, em que a composicado de
BT compreende BisEDT a uma concentragédo superior a aproximada-
mente 0,1 mg/ml, Tween 80® a aproximadamente 0,05% a aproxima-
damente 1,0%, cloreto de sddio a aproximadamente 0,05 a 40 mM e,
opcionalmente, fosfato de sddio a aproximadamente 2 a 20 mM a
aproximadamente pH 7,4.

[00286] 76. O método da modalidade 75, em que a composicado de
BT compreende BisEDT a uma concentragéo superior a aproximada-
mente 0,25 mg/ml, Tween 80® aproximadamente 0,5%, cloreto de so6-
dio a aproximadamente 10 mM e fosfato de sddio a aproximadamente

10 mM a aproximadamente pH 7,4.
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[00287] 77. O método de qualquer uma das modalidades 73 a 76,
em que, quando a composicdo de BT € submetida a aerossolizacao,
em que as goticulas liquidas submetidas a aerossolizagdo tém um
MMAD de aproximadamente de aproximadamente 0,4 ym a aproxima-
damente 5 um.

[00288] 78. O método da modalidade 77, em que pelo menos 60%,
65%, 70, 75%, 80%, 90% ou 95% das goticulas liquidas tém um
MMAD de aproximadamente 0,4 ym a aproximadamente 7 um, ou de
aproximadamente 0,5 ym a aproximadamente 5 ym, ou de aproxima-
damente 0,7 ym a aproximadamente 4 um, ou de aproximadamente
0,7 um a aproximadamente 3,5 um, ou de aproximadamente 0,8 um a
aproximadamente 3,5 ym, ou de aproximadamente 0,9 um a aproxi-
madamente 3,5 uym, ou de aproximadamente 0,9 um a aproximada-
mente 3 um, ou de aproximadamente 0,8 ym a aproximadamente 1,8
MM, ou de aproximadamente 0,8 ym a aproximadamente 1,6 ym, ou
de aproximadamente 0,9 ym a aproximadamente 1,4 ym, ou de apro-
ximadamente 1,0 ym a aproximadamente 2,0 ym, ou de aproximada-
mente 1,0 ym a aproximadamente 1,8 um.

[00289] 79. O método da modalidade 78, em que as goticulas liqui-
das tém um MMAD de aproximadamente 0,8 um a aproximadamente
1,6 ym, ou de aproximadamente 0,9 ym a aproximadamente 3,5 pm,
ou de aproximadamente 0,9 ym a aproximadamente 3 um, ou de apro-
ximadamente 0,9 uym a aproximadamente 1,4 ym, ou de aproximada-
mente 1,0 ym a aproximadamente 2,0 um, ou de aproximadamente 1,0
Mm a aproximadamente 1,8 um.

[00290] 80. O método de qualquer uma das modalidades 77 a 79,
em que a pluralidade de goticulas liquidas tem um D90 inferior a apro-
ximadamente 3 um.

[00291] 81. O método da modalidade 80, em que a pluralidade de

goticulas liquidas tem um D90 inferior a aproximadamente 2 uym.
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[00292] 82. O método de qualquer uma das modalidades 77 a 81,
em que a pluralidade de goticulas liquidas € dispersa em uma fase ga-
sosa continua.

[00293] 83. O método de qualquer uma das modalidades 77 a 82,
em que o composto de BT compreende bismuto e/ou um sal de bismu-
to associado de maneira covalente e/ou em um complexo de coorde-
nacao com um ou mais compostos que contém tiol.

[00294] 84. O método de qualquer uma das modalidades 77 a 83,
em que o sal de bismuto é nitrato de bismuto, subnitrato de bismuto ou
cloreto de bismuto.

[00295] 85. O método de qualquer uma das modalidades 77 a 84,
em que o composto que contém tiol compreende um ou mais agentes
selecionados dentre 1,2-etano ditiol, 2,3-dimercaptopropanol, piritiona,
ditioeritritol, 3,4 dimercaptotolueno, 2,3- butanoditiol, 1,3-propanoditiol,
2-hidroxipropanotiol, 1-mercapto-2-propanol, ditioeritritol, ditiotreitol,
cisteamina e acido alfa-lipoico.

[00296] 86. O método de qualquer uma das modalidades 77 a 85,
em que a composicao BT compreende um ou mais compostos de BT
selecionados dentre BisBAL,BisEDT, Bis-dimercaprol, BisDTT, Bis-2-
mercaptoetanol, Bis-DTE, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, Bis-PDT,
Bis-Pyr/Bal, Bis-Pyr/BDT, BisPyr/EDT, Bis-Pyr/PDT, Bis-Pyr/Tol, Bis-
Pyr/Ery, bismuto-1-mercapto-2-propanol, BisEDT/CSTMN (1:1), Bis-
PYR/CSTMN (1:1), BisBAL/CSTMN (1:1), BisTOL/CSTMN (1:1) e Bis-
EDT/2-hidr6xi-1-propanotiol.

[00297] 87. O método da modalidade 86, em que o composto de BT
€ selecionado dentre um ou mais de Bis-EDT, Bis-Bal, Bis-Pyr, Bis-
Ery, Bis-Tol, Bis-BDT ou Bis-EDT/2-hidréxi-1-propano tiol.

[00298] 88. O método da modalidade 87, em que o composto de BT
é BisEDT.

[00299] 89. O método da modalidade 87, em que o composto de BT
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é BisBDT ou BisBAL.

[00300] 90. O método de qualquer uma das modalidades 77 a 89,
em que a quantidade total da composicao de BT administrada a regiao
profunda do pulmao é de aproximadamente 0,25 mg a aproximada-
mente 15 mg, de aproximadamente 0,4 mg a aproximadamente 15 mg,
de aproximadamente 0,6 mg a aproximadamente 15 mg, de aproxima-
damente 0,8 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 1
mg a aproximadamente 10 mg, de 2,5 mg a aproximadamente 10 mg,
de aproximadamente 4 mg a aproximadamente 10 mg, de aproxima-
damente 5 mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 6 mg
a aproximadamente 10 mg, 0,6 mg a aproximadamente 6 mg, de apro-
ximadamente 4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 6
mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 50 pg a aproxi-
madamente 750 ug, de aproximadamente 75 yg a aproximadamente
500 pg, de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 250 ug, de
aproximadamente 100 yg a aproximadamente 150 ug, ou de aproxi-
madamente 75 pg a aproximadamente 150 pg.

[00301] 91. O método da modalidade 90, em que a regido profunda
do pulmé&o sao os alvéolos pulmonares profundos.

[00302] 92. O método de qualquer uma das modalidades 77 a 91,
em que a quantidade total da composi¢ao de BT compreende BisEDT
administrado aos alvéolos pulmonares profundos é de aproximada-
mente 0,6 mg a aproximadamente 6 mg.

[00303] 93. O método de qualquer uma das modalidades 77 a 92,
em que a composicao € submetida a aerossolizagéo por meio de um
nebulizador.

[00304] 94. O método da modalidade 93, em que o nebulizador é
um nebulizador de jato.

[00305] 95. O método da modalidade 94, em que o nebulizador de

jato € um nebulizador de jato Pari LC Plus ou nebulizador de jato Pari
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LC SPRINT.

[00306] 96. O método de qualquer uma das modalidades 93 a 95,
em que o nebulizador tem uma pressdo de entrada de aproximada-
mente 0,07 a aproximadamente 0,28 MPa (aproximadamente 10 a
aproximadamente 40 psig).

[00307] 97. O método de qualquer uma das modalidades 93 a 96,
em que o fluxo de entrada € de aproximadamente 3 |/min a aproxima-
damente 8 I/min.

[00308] 98. O método de qualquer uma das modalidades 93 a 97,
em que o fluxo de ar de exaustdao é de aproximadamente 3 I/min a
aproximadamente 8 I/min.

[00309] 99. Um método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade
dos sintomas e infecgbes associados a uma ou mais doengas pulmo-
nares ou infecgdes em um individuo, em que o método compreende
administrar ao individuo de uma composi¢ao de bismuto-tiol (BT) que
compreende pelo menos um composto de BT.

[00310] 100. O método da modalidade 99, em que uma ou mais do-
encas pulmonares ou infecgbes nao sao o resultado de fibrose cistica
ou n&o est&o associadas a mesma.

[00311] 101. O método da modalidade 99 ou 100, em que o indivi-
duo tem pelo menos uma infecgdo pulmonar e, caso tenha duas ou
mais infecgdes pulmonares, as infeccbes sdo ou simultaneas ou estéo
em ordem sucessiva.

[00312] 102. O método da modalidade 100 ou 101, em que a infec-
¢ao pulmonar € em um pulmao.

[00313] 103. O método de qualquer uma das modalidades 100 a
102, em que a infeccao pulmonar ocorre em ambos os pulmdes.
[00314] 104. O método de qualquer uma das modalidades 100 a
103, em que a infeccdo pulmonar ocorre em um ou mais dentre os trés

I6bulos do pulmao direito.
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[00315] 105. O método de qualquer uma das modalidades 100 a
104, em que a infec¢do pulmonar € em um ou ambos os |6bulos do
pulmao esquerdo.

[00316] 106. O método de qualquer uma das modalidades 100 a
105, em que a infecgcao pulmonar € infeccdo por bronquiectasia,
pneumonia, febre do vale, aspergilose broncopulmonar alérgica (AB-
PA), pneumonia associada a ventilacdo mecanica, pneumonia adquiri-
da em hospital, pneumonia adquirida na comunidade, traqueobronqui-
te associada a ventilagdo mecanica, infec¢do do trato respiratério infe-
rior, Mycobacteria ndo tuberculosa, antraz, legionelose, coqueluche,
bronquite, bronquiolite, infeccdo associada a DPOC e pds-transplante
pulmonar.

[00317] 107. O método de qualquer uma das modalidades 100 a
106, em que a infecgdo pulmonar contém um ou mais patégenos bac-
terianos ou fungicos.

[00318] 108. O método de qualquer uma das modalidades 101 a
107, em que a infecgdo pulmonar é uma infecgdo pulmonar relaciona-
da a CF.

[00319] 109. O método da modalidade 108 que compreende o tra-
tamento da infecgado pulmonar relacionada a CF.

[00320] 110. O método da modalidade 108 que compreende gerir a
infeccdo pulmonar relacionada a CF.

[00321] 111. O método da modalidade 108 que compreende atenu-
ar a gravidade da infeccéo pulmonar relacionada a CF.

[00322] 112. O método de qualquer uma das modalidades 100 a
111, em que a infeccdo pulmonar esta localizada na mucosa pulmo-
nar, nos bronquios e/ou nos bronquiolos ou sobre 0s mesmos.

[00323] 113. O método de qualquer uma das modalidades 100 a
111, em que a infecgao pulmonar esta localizada na superficie ou den-

tro de um biofilme bacteriano, bactérias agregadas, um biofilme fungi-

Peticao 870210031377, de 06/04/2021, pag. 144/367



94/275

co ou fungos agregados.
[00324] 114. O método de qualquer uma das modalidades 100 a
111, em que a infecg&o pulmonar esta localizada no esputo.
[00325] 115. O método de qualquer uma das modalidades 107 a
114, em que o patdgeno bacteriano compreende uma ou mais bacté-
rias gram-positivas e bactérias gram-negativas.
[00326] 116. O método de qualquer uma das modalidades 107 a
115, em que o patdogeno bacteriano compreende um ou mais dentre
um biofilme bacteriano e bactérias plancténicas.
[00327] 117. O método da modalidade 116, em que o método com-
preende pelo menos um dentre: (i) reduzir o biofilme bacteriano, (ii)
impedir o crescimento do biofilme bacteriano e (iii) prevenir a reforma-
cao do biofilme bacteriano.
[00328] 118. O método de qualquer uma das modalidades 107 a
114, em que o patdgeno fungico compreende fungos planctonicos e/ou
fungos de biofilme.
[00329] 119. O método de qualquer uma das modalidades 107 a
118, em que a composigcao de BT trata, gere ou atenua a gravidade da
infeccdo pulmonar por meio um dentre ou por meio dos seguintes dois:

- prevencgao da infeccdo por patégeno bacteriano ou paté-
geno fungico; e

- reducao do patégeno bacteriano ou fungico; e/ou

- reducgao da viscosidade do esputo.
[00330] 120. O método de qualquer uma das modalidades 107 a
118, em que a composig¢ao de BT trata, gere ou atenua a gravidade da
infeccdo pulmonar por um ou mais dentre:

- prevencgao de elaboracido de secrecao de exotoxinas con-
tra patégeno bacteriano ou fungico;

- inibicao de viabilidade celular ou proliferagao celular de

células plancténicas do patégeno bacteriano ou fungico;
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- inibicao de formacéao de biofilme pelo patégeno bacteriano
ou fungico; e

- inibicdo da viabilidade de biofilme ou crescimento de bio-
filme de células de formagao de biofilme do patégeno bacteriano ou
fungico.
[00331] 121. O método de qualquer uma das modalidades 107 a
120, em que um ou mais patdogenos sao selecionados dentre Hae-
mophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus au-
reus, Staphylococcus warneri Staphylococcus lugdunensis, Staphylo-
coccus epidermidis, Streptococcus milleri/anginous, Streptococcus
pyogenes, mycobacterium nao tuberculosa, Mycobacterium tuberculo-
sis, Burkholderia spp., Achromobacter xylosoxidans, Pandoraea sputo-
rum, Stenotrophomonas maltophilia, Alcaligenes xylosoxidans, Hae-
mophilus pittmaniae, Serratia marcescens, Candida albacans, Candida
parapsilosis, Candida gquilliermondii, Morganella morganii, Inquilinus
limosus, Ralstonia mannitolilytica, Pandoraea apista, Pandoraea pno-
menusa, Pandoraea sputorum, Bdellovibrio bacteriovorus, Bordetella
bronchiseptica, Vampirovibrio chlorellavorus, Actinobacter baumanni,
Cupriadidus metallidurans, Cupriavidus pauculus, Cupriavidus respira-
culi, Delftia acidivordans, Exophilia dermatitidis, Herbaspirillum frisin-
gense, Herbaspirillum seropedicae, Klebsiella pneumoniae, Pandoraea
norimbergensis, Pandoraea pulmonicola, Pseudomonas mendocina,
Pseudomonas pseudoalcaligenes, Pseudomonas putida, Pseudomo-
nas stutzeri, Ralstonia insidiosa, Ralstonia pickettii, Neisseria gonor-
rhoeae, E. Coli NDM-1 positiva, Enterobacter cloaca, E. faecium resis-
tente a Vancomicina, E. faecalis resistente a Vancomicina, E. faecium,
E. faecalis, S. agalactiae resistente a Clindamicina, S. agalactiae, Bac-
teroides fragilis, Clostridium difficile, Streptococcus pneumonia, Mora-
xella catarrhalis, Haemophilus haemolyticus, Haemophilus parainfluen-

zae, Chlamydophilia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Atopo-
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bium, Sphingomonas, Saccharibacteria, Leptotrichia, Capnocytophaga,
Oribacterium, Aquabacterium, Lachnoanaerobaculum, Campylobacter,
Acinetobacter; Agrobacterium; Bordetella; Brevundimonas; Chryse-
obacterium; Delftia; Enterobacter; Klebsiella; Pandoraea; Pseudomo-
nas; Ralstonia e Prevotella.

[00332] 122. O método da modalidade 121, em que a micobactéria
nao tuberculosa € selecionada dentre Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii, comple-
xo Mpycobacterium avium, Mycobacterium marinum, Mycobacterium
terrae e Mycobacterium cheloni.

[00333] 123. O método da modalidade 121, em que a Burkholderia
spp. € selecionada dentre Burkholderia cepacia, Burkholderia multivo-
rans, Burkholderia cenocepacia, Burkholderia stabilis, Burkholderia vi-
etnamiensis, Burkholderia dolosa, Burkholderia ambifaria, Burkholderia
anthina, Burkholderia pyrrocinia, Burkholderia gladioli, Burkholderia
ubonensis, Burkholderia arboris, Burkholderia latens, Burkholderia lata,
Burkholderia metallica, Burkholderia seminalis, Burkholderia contami-
nans, e Burkholderia diffusa.

[00334] 124. O método da modalidade 121, em que um ou mais pa-
tégenos sao selecionados dentre Pseudomonas aeruginosa, Pseudo-
monas aeruginosa resistente a um unico medicamento, Pseudomonas
aeruginosa multirresistente, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
aureus resistente a um unico medicamento, Staphylococcus aureus
resistente a medicamentos, Staphylococcus aureus resistente a metici-
lina, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Haemophilus
influenzae, Burkholderia cepacia, multivorans Burkholderia, Burkholde-
ria cenocepacia, Burkholderia dolosa, Achromobacter xylosoxidans,
Stenotrophomonas maltophilia, Staphylococcus epidermidis e Burkhol-

deria vietnamiensis.
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[00335] 125. O método da modalidade 121, em que um ou mais pa-
togenos séo selecionados dentre Haemophilus influenzae, Pseudomo-
nas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

[00336] 126. O método de qualquer uma das modalidades 117, 118,
ou 120, em que um ou mais patdégenos sao selecionados dentre bio-
filmes de Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cenocepacia, com-
plexo Burkholderia cepacia, Mycobacterium abscessus, Mycobacte-
rium avium, Achromobacter spp., Staphylococcus epidermidis, Steno-
trophomonas maltophilia e Staphylococcus aureus.

[00337] 127. O método de acordo com a modalidade 125, em que
Pseudomonas aeruginosa e/ou Staphylococcus aureus sao multirresis-
tentes.

[00338] 128. O método de qualquer uma das modalidades 107 a
127, em que um ou mais patdégenos exibem resisténcia ou séo refrata-
rios a um antibidtico selecionado dentre amicacina, aztreonam, metici-
lina, vancomicina, nafcilina, gentamicina, ampicilina, cloranfenicol, do-
xiciclina e tobramicina.

[00339] 129. O método da modalidade 128, em que o antibidtico &
amicacina ou tobramicina.

[00340] 130. O método da modalidade 128, em que o patdégeno
bacteriano é Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

[00341] 131. O método de qualquer uma das modalidades 99 a 130
que compreende adicionalmente coadministrar ou administrar em con-
junto ao individuo um antibidtico selecionado dentre amicacina, tobra-
micina, gentamicina, piperacilina, mezlocilina, ticarcilina, imipenem,
ciprofloxacina, ceftazidima, aztreonam, ceftazidima, aztreonam, di-
cloxacilina, amoxicilina, o trimetoprim-sulfametoxazol, cefalexina, pipe-
racilina-tazobactam, linezolida, daptomicina, vancomicina, metroni-
dazol, clindamicina, colistina, a tetraciclina, a levofloxacina, a amoxici-

lina e acido clavulanico (Augmentin®-cloxacilina, dicloxacilina, cefdinir,
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cefprozil, cefaclor, cefuroxima, eritromicina/sulfisoxazol, eritromicina,
claritromicina, azitromicina, doxiciclina, minociclina, tigeciclina, imipenem,
meropenem, colistimetato/colistina®meticilina, oxacilina, nafcilina, carbe-
nicilina, azlocilina, piperacilina e tazobactam (Zosyn®, cefepima, etam-
butol, rifampicina, e meropenem.
[00342] 132. O método da modalidade 131, em que o antibidtico é
selecionado dentre meropenem, ceftazidima, tobramicina, amicacina,
aztreonam, ciprofloxacina, colistina e levofloxacina.
[00343] 133. O método de qualquer uma das modalidades 107 a
120, em que o fungo patogénico € Candida albicans, Candida albicans
resistente a farmaco, Candida glabrata, Candida krusei, Candida guilli-
ermondii, Candida auris, Candida tropicalis, Aspergillus niger, Asper-
gillus terreus, Aspergillus fumigatus e/ou Aspergillus flavus.
[00344] 134. O método de qualquer uma das modalidades 99 a 133
que compreende administrar a composigao de BT por inalagdo, por via
oral ou nasal, com o uso de um dispositivo de aerossol.
[00345] 135. O método da modalidade 134, em que o dispositivo de
aerossol é um nebulizador.
[00346] 136. O método da modalidade 134 ou 135, em que a com-
posicado de BT esta na forma de uma solugao ou suspenséo aquosa.
[00347] 137. O método de qualquer uma das modalidades 99 a 136,
em que a composicao de BT € administrada por via topica ao tecido
pulmonar.
[00348] 138. O método de qualquer uma das modalidades 99 a 137,
em que

a composicao de BT é administrada com uma dosagem de
aproximadamente 0,25 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de apro-
ximadamente 0,4 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproxima-
damente 0,6 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproximadamen-

te 0,6 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 5
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mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 10 mg/ml
a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 25 mg/ml a
aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 50 mg/ml a apro-
ximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 0,8 mg/ml a aproxima-
damente 15 mg/ml, de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente
10 mg/ml, de 2,5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproxima-
damente 4 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproximadamente
5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproximadamente 6 mg/ml
a aproximadamente 10 mg/ml, 0,6 mg/ml a aproximadamente 6 mg/ml,
de aproximadamente 4 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de apro-
ximadamente 6 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproximada-
mente 50 pg/ml a aproximadamente 750 uyg/ml, de aproximadamente
75 pg/ml a aproximadamente 500 pg/ml, de aproximadamente 100
Mg/ml a aproximadamente 250 ug/ml, de aproximadamente 100 pg/ml
a aproximadamente 150 ug/ml ou de aproximadamente 75 ug/ml a
aproximadamente 150 pug/ml; e/ou

a quantidade total da composi¢cao de BT administrada aos
pulmdes € de aproximadamente 0,25 mg a aproximadamente 15 mg,
de aproximadamente 0,4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproxima-
damente 0,6 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 0,8
mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 1 mg a aproxi-
madamente 10 mg, de 2,5 mg a aproximadamente 10 mg, de aproxi-
madamente 4 mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 5
mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 6 mg a aproxi-
madamente 10 mg, 0,6 mg a aproximadamente 6 mg, de aproximada-
mente 4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 6 mg a
aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 50 pyg a aproximada-
mente 750 pg, de aproximadamente 75 ug a aproximadamente 500
Mg, de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 250 ug, de apro-

ximadamente 100 ug a aproximadamente 150 ug ou de aproximada-
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mente 75 ug a aproximadamente 150 ug.

[00349] 139. O método de qualquer uma das modalidades 99 a 138,
em que a composi¢cao de BT é administrada com uma dosagem de
aproximadamente 0,6 mg/ml a aproximadamente 6 mg/ml.

[00350] 140. O método de qualquer uma das modalidades 99 a 139,
em que a composigao de BT é administrada trés vezes ao dia, duas
vezes ao dia, uma vez ao dia, a cada dois dias, uma vez a cada trés
dias, uma vez por semana, uma vez a cada duas semanas uma vez
por més até uma vez a cada dois meses.

[00351] 141. O método da modalidade 140, em que a composicao
de BT € administrada uma vez por semana.

[00352] 142. O método de qualquer uma das modalidades 99 a 141,
em que um ou mais dos seguintes sintomas sao diminuidos em gravi-
dade no individuo: tosse, respiracao ofegante, falta de ar, bronquiecta-
sia, polipos nasais, hemoptise, insuficiéncia respiratoria e exacerbagao
pulmonar.

[00353] 143. O método de qualquer uma das modalidades 99 a 142,
em que a composi¢ao de bismuto-tiol compreende uma pluralidade de
microparticulas que compreendem um composto de bismuto-tiol (BT),
em que substancialmente todas as ditas microparticulas tém um dia-
metro volumétrico médio de aproximadamente 0,4 ym a aproximada-
mente 5 um, e em que o composto de BT compreende bismuto ou um
sal de bismuto e um composto que contém tiol.

[00354] 144. O método da modalidade 143, em que pelo menos
60%, 65%, 70, 75%, 80%, 90% ou 95% das microparticulas tém um
diametro volumétrico médio de aproximadamente 0,4 um a aproxima-
damente 3 ym, ou de aproximadamente 0,5 ym a aproximadamente 2
Mm, ou de aproximadamente 0,7 um a aproximadamente 2 um, ou de
aproximadamente 0,8 um a aproximadamente 1,8 um, ou de aproxi-

madamente 0,8 um a aproximadamente 1,6 ym, ou de aproximada-
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mente 0,9 ym a aproximadamente 1,4 um, ou de aproximadamente 1,0
Mm a aproximadamente 2,0 um, ou de aproximadamente 1,0 um a
aproximadamente 1,8 pm.

[00355] 145. O método das modalidades 142 a 143, em que o sal
de bismuto é nitrato de bismuto, subnitrato de bismuto ou cloreto de
bismuto.

[00356] 146. O método das modalidades 142 a 143, em que o com-
posto que contém tiol compreende um ou mais agentes selecionados
dentre 1,2-etano ditiol, 2,3-dimercaptopropanol, piritiona, ditioeritritol,
3,4 dimercaptotolueno, 2,3-butanoditiol, 1,3-propanoditiol, 2-hidroxipro-
panotiol, 1-mercapto-2-propanol, ditioeritritol, ditiotreitol, cisteamina e
acido alfa-lipoico.

[00357] 147. O método de qualquer uma das modalidades 143 a
146, em que a composicdo BT compreende um ou mais compostos de
BT selecionados dentre BisBAL,BisEDT, Bis-dimercaprol, BisDTT, Bis-
2-mercaptoetanol, Bis-DTE, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, Bis-
PDT, Bis-Pyr/Bal, Bis-Pyr/BDT, BisPyr/EDT, Bis-Pyr/PDT, Bis-Pyr/Tol,
Bis-Pyr/Ery, bismuto-1-mercapto-2-propanol, BisEDT/CSTMN (1:1),
BisPYR/CSTMN (1:1), BisBAL/CSTMN (1:1), BisTOL/CSTMN (1:1) e
Bis-EDT/2-hidréxi-1-propanotiol.

[00358] 148. O método da modalidade 147, em que o composto de
BT é selecionado dentre um ou mais de Bis-EDT, Bis-Bal, Bis-Pyr, Bis-
Ery, Bis-Tol, Bis-BDT ou Bis-EDT/2-hidréxi-1-propano tiol.

[00359] 149. O método da modalidade 148, em que o composto de
BT é BiseDT.

[00360] 150. O método da modalidade 148, em que o composto de
BT € BisBDT ou BisBAL.

[00361] 151. O método de qualquer uma das modalidades 99 a 150,
em que a quantidade total da composi¢ao de BT administrada a regiao

profunda do pulm&o é de aproximadamente 0,25 mg a aproximada-
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mente 15 mg, de aproximadamente 0,4 mg a aproximadamente 15 mg,
de aproximadamente 0,6 mg a aproximadamente 15 mg, de aproxima-
damente 0,8 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 1
mg a aproximadamente 10 mg, de 2,5 mg a aproximadamente 10 mg,
de aproximadamente 4 mg a aproximadamente 10 mg, de aproxima-
damente 5 mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 6 mg
a aproximadamente 10 mg, 0,6 mg a aproximadamente 6 mg, de apro-
ximadamente 4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 6
mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 50 uyg a aproxi-
madamente 750 ug, de aproximadamente 75 yg a aproximadamente
500 ug, de aproximadamente 100 yg a aproximadamente 250 g, de
aproximadamente 100 ug a aproximadamente 150 pg, ou de aproxi-
madamente 75 pg a aproximadamente 150 pg.

[00362] 152. O método da modalidade 151, em que a regido pro-
funda do pulméao séo os alvéolos pulmonares profundos.

[00363] 153. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 72,
em que pelo menos 60%, 65%, 70, 75%, 80%, 90% ou 95% das mi-
croparticulas tém um diametro volumétrico médio de aproximadamente
0,6 ym a aproximadamente 2,5 uym.

[00364] 154. O aerossol da modalidade 153, em que substancial-
mente todas as microparticulas tém um VMD de cerca de 0,6 ym a
aproximadamente 2,5 um.

[00365] 155. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 72
ou 153 a 154, em que que pelo menos 70% das particulas submetidas
a aerossolizacdo tém um MMAD de aproximadamente 0,9 um a apro-
ximadamente 3 um.

[00366] 156. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 72
ou 153 a 155, em que a composi¢ado € uma suspensao de microparti-
culas que tém um didmetro volumétrico médio (VMD) de aproximada-

mente 0,6 um a aproximadamente 2,5 ym e/ou um didmetro aerodi-
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namico mediano de massa (MMAD) de aproximadamente 0,9 um a
aproximadamente 3 pm.

[00367] 157. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 72
ou 153 a 156, em que a composig¢ao de bismuto-tiol compreende uma
pluralidade de microparticulas que compreendem um composto de
bismuto-tiol (BT), em que substancialmente todas as referidas micro-
particulas tém um diametro volumétrico médio de aproximadamente
0,4 ym a aproximadamente 5 ym, e em que o composto de BT com-
preende bismuto ou um sal de bismuto e um composto que contém
tiol.

[00368] 158. O aerossol de qualquer uma das modalidades 55 a 72
ou 153 a 157, em que, apos a distribuicdo da composi¢cao em aerossol
a um individuo, pelo menos 60%, 65%, 70, 75%, 80%, 90% ou 95% da
dose do composto de BT € depositada no pulmao.

[00369] 159. O aerossol da modalidade 158, em que pelo menos
80% da dose do composto de BT é depositada no pulmao.

[00370] 160. O aerossol da modalidade 158, em que pelo menos
90% da dose do composto de BT é depositada no pulmao.

[00371] 161. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 54 ou
73 a 152, em que pelo menos 60%, 65%, 70, 75%, 80%, 90% ou 95%
das microparticulas tém um didmetro volumétrico médio de aproxima-
damente 0,6 um a aproximadamente 2,5 pym.

[00372] 162. O método da modalidade 161, em que substancial-
mente todas as microparticulas tém um VMD de aproximadamente 0,6
Mm a aproximadamente 2,5 um.

[00373] 163. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 54,
73 a 152, ou 161 a 162, em que pelo menos 70% das particulas sub-
metidas a aerossolizacdo tém um MMAD de aproximadamente 0,9 um
a aproximadamente 3 um.

[00374] 164. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 54,
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73 a 152, ou 161 a 163, em que a composi¢cao € uma suspensao de
microparticulas que tém um didmetro volumétrico médio (VMD) de
aproximadamente 0,6 ym a aproximadamente 2,5 ym e/ou um diame-
tro aerodinamico mediano de massa (MMAD) de aproximadamente 0,9
Mm a aproximadamente 3 ym.

[00375] 165. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 54,
73 a 152, ou 161 a 164, em que a composi¢ao de bismuto-tiol compre-
ende uma pluralidade de microparticulas que compreendem um com-
posto de bismuto-tiol (BT), em que substancialmente todas as ditas
microparticulas tém um didametro volumétrico médio de aproximada-
mente 0,4 ym a aproximadamente 5 um, e em que o composto de BT
compreende bismuto ou um sal de bismuto e um composto que con-
tém tiol.

[00376] 166. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 54,
73 a 152, ou 161 a 165, em que, caso depositados no pulmao (por
exemplo, a regido profunda do pulmao), os compostos de BT tém uma
meia-vida média de pelo menos 2 dias.

[00377] 167. O método de qualquer uma das modalidades 166, em
que, caso depositados na regidao profunda do pulmao, os compostos
de BT tém uma meia-vida média de pelo menos 4 dias.

[00378] 168. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 54,
73 a 152, ou 161 a 167, em que, apos a distribuicdo da composicao
em aerossol a um individuo, pelo menos 60%, 65%, 70, 75%, 80%,
90% ou 95% da dose do composto de BT é depositada no pulméao.
[00379] 169. O aerossol da modalidade 168, em que pelo menos 80
% da dose do composto de BT é depositada no pulméao.

[00380] 170. O aerossol da modalidade 168, em que pelo menos
90% da dose do composto de BT é depositada no pulmao.

[00381] 171. Um método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade

dos sintomas de fibrose cistica (CF) e infecgdes em um individuo, em
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que o método compreende administrar ao individuo uma composi¢cao
de bismuto-tiol (BT) que compreende BisEDT suspenso na mesma,
em que a administracido da composicédo de BT ocorre por inalagéo, por
via oral ou nasal, com o uso de um dispositivo de aerossol.

[00382] 172. O método da modalidade 171, em que a composicao de
BT compreende uma pluralidade de microparticulas em que pelo menos
70% das ditas microparticulas tém um didametro volumétrico médio
(VMD) de aproximadamente 0,6 um a aproximadamente 2,5 pym.
[00383] 173. O método da modalidade 172, em que pelo menos
80% das referidas microparticulas tém um VMD de aproximadamente
0,6 ym a aproximadamente de 2,5 pym.

[00384] 174. O método da modalidade 172, em que pelo menos
90% das referidas microparticulas tém um VMD de aproximadamente
0,6 ym a aproximadamente de 2,5 pym.

[00385] 175. O método da modalidade 172, em que, quando a
composi¢ao de BT & submetida a aerossolizagao, pelo menos 70%
das goticulas liquidas submetidas a aerossolizagdo tém um diametro
aerodindmico mediano de massa (MMAD) de aproximadamente 0,9
Mm a aproximadamente 3 uym.

[00386] 176. O método da modalidade 173, em que, quando a
composig¢ao de BT & submetida a aerossolizagéo pelo menos 80% das
goticulas liquidas submetida a aerossolizacdo tém um MMAD de apro-
ximadamente 0,9 ym a aproximadamente 3 pm.

[00387] 177. O método da modalidade 174, em que, quando a
composigcao de BT & submetida a aerossolizagéo pelo menos 90% das
goticulas liquidas submetida a aerossolizacdo tém um MMAD de apro-
ximadamente 0,9 ym a aproximadamente 3 pm.

[00388] 178. O método da modalidade 171, em que a composi¢cao
de BT compreende BisEDT a uma concentracio superior a aproxima-

damente 0,1 mg/ml, Tween 80® a aproximadamente 0,05% a aproxi-
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madamente 1,0%, cloreto de sédio a aproximadamente 0,05 a 40 mM
e, opcionalmente, fosfato de soédio a aproximadamente 2 a 20 mM a
aproximadamente pH 7,4.

[00389] 179. O método da modalidade 171, em que, caso deposita-
dos na regido profunda do pulmé&o, os compostos BisEDT tém uma
meia-vida média de aproximadamente 4 dias.

[00390] 180. O método da modalidade 171, em que o individuo tem
pelo menos uma infeccdo pulmonar que contém um ou mais patoge-
nos bacterianos e/ou patdogenos fungicos.

[00391] 181. O método da modalidade 180, em que o método com-
preende pelo menos um dentre: (i) reduzir um biofilme bacteriano, (ii)
impedir o crescimento de um biofilme bacteriano, (iii) prevenir a forma-
cao inicial do biofiime bacteriano e/ou (iv) prevenir a reformagdo do
biofilme bacteriano.

[00392] 182. O método da modalidade 180, em que um ou mais pa-
tégenos sao selecionados dentre Haemophilus influenzae, Pseudomo-
nas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus warneri Sta-
phylococcus lugdunensis, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
milleri/fanginous, Streptococcus pyogenes, mycobacterium nao tuber-
culoso, Mycobacterium tuberculosis, Burkholderia spp., Achromobacter
xylosoxidans, Pandoraea sputorum, Stenotrophomonas maltophilia,
Alcaligenes xylosoxidans, Haemophilus pittmaniae, Serratia marces-
cens, Candida albicans, Candida albicans resistente a farmacos, Can-
dida glabrata, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida auris,
Candida tropicalis, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus
fumigatus, Asperqillus flavus, Morganella morganii, Inquilinus limosus,
Ralstonia mannitolilytica, Pandoraea apista, Pandoraea pnomenusa,
Pandoraea sputorum, Bdellovibrio bacteriovorus, Bordetella bronchi-
septica, Vampirovibrio chlorellavorus, Actinobacter baumanni, Cupria-

didus metallidurans, Cupriavidus pauculus, Cupriavidus respiraculi,
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Delftia acidivordans, Exophilia dermatitidis, Herbaspirillum frisingense,
Herbaspirillum seropedicae, Klebsiella pneumoniae, Pandoraea norim-
bergensis, Pandoraea pulmonicola, Pseudomonas mendocina, Pseu-
domonas pseudoalcaligenes, Pseudomonas putida, Pseudomonas
stutzeri, Ralstonia insidiosa, Ralstonia pickettii, Neisseria gonorrhoeae,
E. Coli NDM-1 positiva, Enterobacter cloaca, E. faeciumresistente a
vancomicina, E. faecalisresistente a vancomicina, E. faecium, E. faeca-
lis, S. agalactiaeresistente a clindamicina, S. agalactiae, Bacteroides
fragilis, Clostridium difficile, Streptococcus pneumonia, Moraxella ca-
tarrhalis, Haemophilus haemolyticus, Haemophilus parainfluenzae,
Chlamydophilia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Atopobium,
Sphingomonas, Saccharibacteria, Leptotrichia, Capnocytophaga, Ori-
bacterium, Aquabacterium, Lachnoanaerobaculum, Campylobacter,
Acinetobacter; Agrobacterium; Bordetella; Brevundimonas; Chryse-
obacterium; Delftia; Enterobacter; Klebsiella; Pandoraea; Pseudomo-
nas; Ralstonia, e Prevotella.
[00393] 183. Um aerossol que compreende uma pluralidade de go-
ticulas liquidas dispersas em um gas, em que as referidas goticulas
liquidas compreendem uma composi¢cao de BT que compreende um
composto BisEDT suspenso nas mesmas; e

em que pelo menos 70% das goticulas liquidas tém um
MMAD de aproximadamente de aproximadamente 0,9 ym a aproxima-
damente 3 um.
[00394] 184. O aerossol da modalidade 183, em que antes de ser
submetida a aerossolizacdo, a composi¢cao de BT compreende uma
pluralidade de microparticulas em que pelo menos 70% das ditas mi-
croparticulas tém um VMD de aproximadamente 0,6 ym a aproxima-
damente 2,5 pym.
[00395] 185. O aerossol da modalidade 183, em que pelo menos

80% das goticulas liquidas tém um MMAD de aproximadamente de
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aproximadamente 0,9 um a aproximadamente 3 um.

[00396] 186. O aerossol da modalidade 183, em que pelo menos
90% das goticulas liquidas tém um MMAD de aproximadamente de
aproximadamente 0,9 ym a aproximadamente 3 um.

[00397] 187. O aerossol da modalidade 185, em que antes de ser
submetida a aerossolizacdo, a composi¢cao de BT compreende uma
pluralidade de microparticulas em que pelo menos 80% das ditas mi-
croparticulas tém um VMD de aproximadamente 0,6 um a aproxima-
damente 2,5 pym.

[00398] 188. O aerossol da modalidade 186, em que antes de ser
submetida a aerossolizacdo, a composi¢cao de BT compreende uma
pluralidade de microparticulas em que pelo menos 90% das ditas mi-
croparticulas tém um VMD de aproximadamente 0,6 um a aproxima-
damente 2,5 pm.

[00399] 189. O aerossol da modalidade 183, em que as goticulas
compreendem adicionalmente Tween 80 (por exemplo, de aproxima-
damente 0,05% a aproximadamente 1%) e opcionalmente um tampéo
(por exemplo, fosfato de sddio ou citrato de sédio) a um pH de aproxi-
madamente 7,4; e/ou cloreto de sdédio.

[00400] 190. O aerossol da modalidade 183, em que, caso deposi-
tados na regido profunda do pulméo, os compostos BisEDT tém uma
meia-vida média de mais de 2 dias.

[00401] 191. O aerossol da modalidade 183, em que, caso deposi-
tados na regido profunda do pulméo, os compostos BisEDT tém uma
meia-vida média de aproximadamente 4 dias.

[00402] 193. Uma composi¢cao farmacéutica que compreende a
composicdo de bismuto-tiol (BT) que compreende BisEDT suspenso
na mesma, em que a composicao de BT compreende uma pluralidade
de microparticulas, em que o D90 das ditas microparticulas €& inferior

ouigual a 1,9 um.
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[00403] 194. Uma composicido farmacéutica que compreende a
composi¢cdo de bismuto-tiol (BT) que compreende BisEDT suspenso
na mesma, sendo que a composicao de BT compreende uma plurali-
dade de microparticulas, em que o D90 das referidas microparticulas &
inferior ou igual a aproximadamente 1,6 pm.

[00404] 195. A composicao farmacéutica da modalidade 193, em
que pelo menos 70% das ditas microparticulas que tém um diametro
volumétrico meédio de aproximadamente 0,6 um a aproximadamente
2,5 um.

[00405] 196. A composicdo farmacéutica da modalidade 193, em
que pelo menos 90% das ditas microparticulas que tém um didmetro
volumétrico meédio de aproximadamente 0,6 ym a aproximadamente
2,5 um.

[00406] 197. Um método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade
de sintomas e infecgdes associados a uma ou mais doengas ou infec-
¢des pulmonares em um individuo, em que o método compreende
administrar ao individuo uma composi¢cdo de bismuto-tiol (BT) que
compreende BisEDT, em que a composi¢cdo de BT compreende uma
pluralidade de microparticulas em que pelo menos 70% das ditas mi-
croparticulas tém um diametro volumétrico médio de aproximadamente
0,6 ym a aproximadamente 2,5 um, em que quando a composi¢cao de
BT é submetida a aerossolizagéo, pelo menos 70% das goticulas li-
quidas submetidas a aerossolizacdo tém um MMAD de aproximada-
mente de aproximadamente 0,9 ym a aproximadamente 3 um.

[00407] 198. O método da modalidade 197, em que uma ou mais
doencas pulmonares ou infecgdes ndo sao o resultado de fibrose cisti-
ca ou nao estao associadas a mesma.

[00408] 199. O método da modalidade 198, em que a infeccao pul-
monar € infeccdo por bronquiectasia, pneumonia, febre do vale, as-

pergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), pneumonia associada a
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ventilacdo mecanica, pneumonia adquirida em hospital, pneumonia
adquirida na comunidade, traqueobronquite associada a ventilagao
mecanica, infecgdo do trato respiratério inferior, Mycobacterianao tu-
berculosa, antraz, legionelose, coqueluche, bronquite, bronquiolite, in-
fecgcdo associada a DPOC e pos-transplante pulmonar.

EXEMPLOS

[00409] Os exemplos a seguir sao fornecidos para ilustrar a presente
invengdo, e ndao devem ser interpretados como limitantes da mesma.
Procedimentos experimentais e detalhes adicionais podem ser encontra-
dos nos Pedidos de Patente Internacional n°® PCT/US2010/023108,
PCT/US2011/023549, e PCT/US2011/047490, os quais sao incorpora-
dos ao presente documento a titulo de referéncia, em suas totalidades,
com todos os propaositos.

EXEMPLO 1: SINTESE GERAL DE BIS-EDT

[00410] Os materiais e reagentes iniciais usados no preparo destes
compostos estao disponiveis a partir do fornecedor comercial, como
Aldrich Chemical Co., Bachem, etc., ou podem ser produzidos por mé-
todos bem conhecidos na técnica. Os materiais iniciais e os intermedi-
arios e os produtos finais da reacdo podem ser isolados e purificados
se desejavel com o uso de técnicas convencionais, incluindo, mas sem
limitacao, filtracdo, destilagdo, cristalizacdo, cromatografia, e seme-
Ihantes e podem ser caracterizados pelo uso de meios convencionais,
incluindo constantes fisicas e dados espectrais. A menos que especifi-
cado de outro modo, as reagdes descritas no presente documento
ocorrem em pressao atmosférica por uma faixa de temperatura de

aproximadamente -78 °C a aproximadamente 150 °C.

s
BigHgN,Ogz CaMeS; -8
MW: 1.461.98 MW CoHy2BizSg
94,20 MWV GB4AS!

[00411] Bismuto-1,2-etanoditiol (Bis-EDT, preparacao de bismuto
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soluvel) microparticulado foi preparado conforme o seguinte: A um ex-
cesso (11,4 L) de HNO3 aquoso 5% a temperatura ambiente em um
garrafao de polipropileno de 15 L foi lentamente adicionado por gote-
jamento 0,331 | (~0,575 moles) de uma solugao de Bi(NOs)s aquosa
(43% Bi(NO3)s (p/p), acido nitirico 5% (p/p), agua 52% (p/p), Shepherd
Chemical Co., Cincinnati, OH, produto n°® 2362; 5 ~1,6 g/ml) com agita-
¢ao, seguido por adigao lenta de etanol absoluto (4 I). Algum precipita-
do branco foi formado, mas foi dissolvido por agitagao continua. Uma
solugcédo etandlica (~1,56 L, ~0,55 M) de 1,2-etanoditiol (CAS 540-63-6)
foi separadamente preparada por adicdo, a 1,5 | de etanol absoluto,
72,19 ml (0,863 moles) de 1,2-etanoditiol com o uso de uma seringa de
60 ml e, entdo, agitacdo por cinco minutos. O reagente 1,2-etanoditiol/
EtOH foi, entdo, levemente adicionado por gotejamento ao longo de
cinco horas a solucao de Bi(NO3)s/HNO3 aquosa, com agitacao conti-
nuada de um dia para o outro. Permitiu-se que o produto formado re-
pousasse como um precipitado por aproximadamente 15 minutos,
apos os quais o filtrado foi removido a 300 ml/min com o uso de uma
bomba peristaltica. O produto foi, entdo, coletado por filtragdo em pa-
pel de filtro fino em um funil Buchner de 15 cm de didmetro, e lavado
sequencialmente com trés volumes de 500 ml, cada um, de etanal,
agua USP, e acetona para obter BiseEDT (694,51 gm/mole) como um
s6lido em pé amorfo amarelo. O produto foi colocado em uma garrafa
de vidro ambar de 500 ml e secado com CaCl, sob alto vacuo por 48
horas. O material recuperado (rendimento de cerca de 200 g) gerou
um odor caracteristico de tiol. O produto bruto foi redissolvido em 750
ml de etanol absoluto, agitado por 30 min, entao, filtrado e lavado se-
qguencialmente com 3 x 50 ml de etanol, 2 x 50 ml de acetona, e lavado
novamente com 500 ml de acetona. O p6 lavado novamente foi tritura-
do em NaOH 1 M (500 ml), filtrado e lavado com 3 x 220 ml de agua, 2

x 50 ml de etanol, e 1 x 400 ml de acetona para proporcionar 156,74
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gm de BisEDT purificado. Lotes subsequentes preparados essencial-
mente da mesma maneira resultaram em rendimentos de aproxima-
damente 78 a 91%.

[00412] O produto foi caracterizado como tendo a estrutura mostra-
da acima por analise de dados de ressonadncia magnética nuclear
(RMN) de 'H e '3C, espectroscopia infravermelha (IR), espectroscopia
ultravioleta (UV), espectrometria de massa (MS) e analise elemental.
Um meétodo de HPLC foi distribuido para determinar a pureza quimica
de BisEDT em que a amostra foi preparada em DMSO (0,5 mg/ml). O
Amax foi determinado por varredura de uma solugido de BisEDT em
DMSO entre 190 e 600 nm. A eluicdo de HPLC isocratica em 1 ml/min
foi realizada a temperatura ambiente em uma fase movel de acido
férmico 0,1% em acetonitrila:agua (9:1) em um cromatégrafo modelo
2695 Waters (Millipore Corp., Milford, MA) com detector UV em moni-
toracdo a 265 nm (Amax), 2 Pl de volume de injecéo, equipado com uma
coluna analitica YMC Pack PVC Sil NP, 5 uym, de 250X4,6 mm de dia-
metro interno (Waters) e um pico unico foi detectado, refletindo a pure-
za quimica de 100 = 0,1%. A analise elemental foi coerente com a es-
trutura de BisEDT conforme mostrado acima.

[00413] A matéria de particulado secada foi caracterizada por avali-
ar as propriedades de tamanho de particula. Brevemente, microparti-
culas foram ressuspensas em Pluronic® F-68 2% (BASF, Mt. Olive,
NJ) e a suspensao foi sonicada por 10 minutos em um sonicador de
banho de agua em definicdo padrao antes da analise com o uso de um
analisador de particula Nanosizer/Zetasizer Nano-S (modelo ZEN1600
(sem capacidade de medicédo de potencial zeta), Malvern Instruments,
Worcestershire, UK) de acordo com as recomendacgdes do fabricante.
A partir de dados compilados de duas medi¢des, microparticulas exibi-
ram uma distribuicdo unimodal com todos os eventos detectaveis entre

cerca de 0,6 microns e 4 microns em diametro médio volumétrico
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(VMD) e que tem um VMD de pico em cerca de 1,3 microns.
EXEMPLO 2: PREPARAGAO DE BISMUTO-1-2-ETANODITIOL DE
MICROPARTICULADO (BIS-EDT)

[00414]  Bismuto-1,2-etanoditiol (Bis-EDT) microparticulado foi prepa-
rado conforme o seguinte: Agua (25,5 1) e &cido nitrico 70% (1.800 ml)
foram misturados em um reator Nalgene. Entao, agua (2.300 ml) foi adi-
cionada a um frasco Erlenmeyer, seguido por subnitrato de bismuto (532
g), e a mistura foi agitada. A mistura, foram adicionados acido nitrico 70%
(750 ml) para obter uma solugéo limpa. Esta solugéo foi transferida para
o reator Nalgene e a mistura resultante foi agitada por 20 min. Entao, 9,5
| de EtOH 95% foram adicionados ao reator em trés porgoes.

[00415] Separadamente, 1,2-etanoditiol, 98%, (229 ml) foi adiciona-
do a uma garrafa seguido por duas por¢coes de EtOH de 250 ml com
agitacdo. 5 | adicionais de EtOH foram adicionados a garrafa com agi-
tacdo. A solucéo de 1,2-etanoditiol foi, entdo, adicionada ao reator por
cerca de 4 horas durante a agitagdo. Apos a agitagdo por 18 horas,
permitiu-se que os sélidos repousassem por 2 horas. EtOH (20 I) foi
adicionado e a mistura agitada por 24 horas. Permitiu-se que os soli-
dos repousassem por 1,5 horas, entédo, separados por filtracdo da mis-
tura, seguidos por enxague com EtOH.

[00416] Ao reator vazio foram adicionados 9 | de EtOH e os sdlidos
filtrados, que foram agitados por 18 horas. Permitiu-se que os solidos
repousassem por 1 hora, entdo, foram separados por filtracdo da mis-
tura, seguido por enxague com EtOH. A seguir, o reator vazio foi car-
regado com 9 | de acetona, 99,5%, e os solidos filtrados, que foram
agitados por 15 horas. Permitiu-se que os solidos repousassem por
1,5 horas, entdo, separados por filtragdo da mistura, seguidos por en-
xague com acetona. Novamente, o reator vazio foi carregado com 9 |
de acetona, 99,5%, e os solidos filtrados, que foram agitados por 1,4

horas. Os sélidos foram filtrados e secados por ar por 69 horas, entao,
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secados a vacuo por 4 horas. Apds misturar o solido, o mesmo foi pe-
neirado através de uma peneira de 10 mesh (2 mm) e, entdo, 18 mesh
(1 mm) para gerar BiseEDT.

EXEMPLO 3: SINTESE DE COMPOSTOS DE BISMUTO-TIOL ADI-
CIONAIS

[00417] Os seguintes compostos de bismuto-tiol também podem ser

preparados de acordo com os métodos dos Exemplos 1 e 2:

bismuto-2,3-dimercaptopropanol (razdo molar 2:3, BisBAL)

bismuto-4-metil-1,2-benzenoditiol (raz&o molar 2:3, BisTOL)

bismuto-2,3-butanoditiol (BisBDT)

EXEMPLO 4: FORMULAGAO (OU FORMULAGOES) PARA INA-
LANTE DE CF

[00418]  Objetivo: O objetivo deste estudo foi desenvolver métodos
para as exposi¢coes de inalagdo apenas nasal de BisEDT para roedo-
res. Os aerossois foram gerados de formulagdes de suspenséao de Bi-
SsEDT em meios aquosos (0,5% de Tween 80 em Tampéo Fosfato de
Sadio, pH 7,4). Os aerossois foram gerados com um nebulizador de jato
de ar comprimido comercial em um sistema de exposi¢cao de inalagcao
apenas nasal de roedor. As formulagdes de suspensao foram criadas por
sonicagédo com API puro com Tween 80 0,5% em Tampao Fosfato de
Saddio, pH 7,4. Isso foi adicionalmente refinado ajustando-se o veiculo
para uma osmolalidade de 300 mOsmol/kg. Os aerossois foram caracte-
rizados por distribuicdo de tamanho de particula e concentragdo de ae-
rossol. A concentracado de aerossol foi determinada por analise de mas-
sa e quimica diferencial das amostras de filtro de aerossol.

[00419] As concentragdes de suspenséao entre 2,5 e 100 mg/ml fo-
ram avaliadas para uma formulacdo de BisEDT e estiveram na faixa
de 18,5 a 719 ugl/l, respectivamente. Testes adicionais foram realiza-

dos com uma nova formulacao de BisEDT e as concentracdes de sus-
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pensao de 2,5 mg/ml, 10 mg/ml, 50 mg/ml e 100 mg/ml renderam con-
centracdes de aerossol de 18,4, 97,7, 159 e 1.300 pg/l, respectivamen-
te. O tamanho de particula aumentou com a concentragcado de suspen-
sdo de ~ 1 uym a 3,5 ym MMAD, que é respiravel para exposicdes de
inalag&o de roedor.

[00420] Para suportar estudos de constatacdo de faixa de dose po-
tencial apenas exposi¢des de inalagdo sao tipicamente recomendadas
por entre 30 e 180 minutos. Portanto, a faixa de dose depositada pul-
monar destas formulacdes de suspensao estdo entre 42 ug/kg e 17,5
mg/kg. Conforme apropriado, a concentragdo de suspensdo e/ou o
tempo de exposi¢cao podem ser modulados para ajustar a dose deposi-
tada pulmonar.

[00421] Materiais e Métodos: BisEDT - Dois lotes separados de
Bismuto Etano Ditiol, BisEDT, foram usados conforme recebido. Os esta-
gios iniciais de desenvolvimento de método foram realizados com o Lote
n° ED268-1-11-01 e os estagios finais foram realizados com o Lote n°
XL-47-125, que foi transportado em preparagao para exposigoes. Os dois
materiais se comportaram de modo levemente diferente, necessitando
de uma mudancga na determinacgao final de tempos de exposigao.
[00422] Meétodos de Aerossol: Formulagado - Formulagdes de sus-
pensao de BisEDT foram preparadas em 0,5% de Tween 80 em Tam-
pao Fosfato de Sédio, pH 7,4. Suspensdes de 2,5, 10, 25, 50, 75 e 100
mg/ml foram preparadas por sonicacdo com um sonicador Covaris. Em
testes posteriores, o veiculo foi ajustado com cloreto de sddio para al-
cancar uma Osmolalidade de 300 mOsmol/kg. As suspensdes foram
preparadas em 2,5, 50, e 100 mg/ml.

[00423] Sistema de Distribuicdo de Aerossol: A Figura 1 mostra um
esquema da geracao de aerossol e sistema de exposi¢do usados du-
rante estes testes. O aerossol foi gerado usando-se um nebulizador de

jato comprimido Pari LC Plus (Pari Respiratory Equipment Inc., Mi-
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dlothian, VA) com uma pressao de entrada de 0,13 MPa (20 psi). Os
aerossois transitaram para um sistema de exposi¢ao de inalagdo ape-
nas nasal de roedor operado com um fluxo de ar de entrada de ~ 8,5
I/min e um fluxo de ar de exaustdo de ~ 7,1 I/min. O aerossol gerado
pelo nebulizador foi distribuido para um sistema de exposi¢cao de ina-
lacdo além de fluxo apenas nasal de um nivel.

[00424] A concentracdo de aerossol foi medida na zona de respira-
cao do sistema de exposicao por coleta do aerossol em filtros de 47
mm (filtros de membrana Whatman GF/A). As amostras de filtro foram
coletadas em uma taxa de fluxo nominal de 0,3 I/min. A concentracao
de massa de aerossol foi determinada por analise de peso diferencial
das amostras de filtro. Os filtros foram, entéo, transferidos para o labo-
ratério de quimica analitica para analise com o uso de HPLC. Os deta-
Ihes dos métodos de quimica analitica sdo incluidos no método analiti-
co ACM-1046-0 (Determinacéo de BisEDT em Formulagdes e Extratos
de Filtro por HPLC-UV).

[00425] Medig&o de Distribuicdo de Tamanho de Particula: A distri-
buicdo de tamanho de particula para exposig¢ao foi medida usando-se
um impactador em cascata 2,0 I/min In-Tox Mercer (In-Tox, LLC, Mori-
arty, NM).

[00426] Calculo de Dose Depositada: As duas primeiras equacgodes
foram usadas para calcular a dose de aerossol apresentada e a dose
depositada tedrica, respectivamente. Nestes calculos, a concentragcao
de aerossol média (quimica) juntamente com pesos corporais projeta-
dos para ratos sao usados.

AC[mg L7*]RMV [L min™*]T [min]
BW [kg]

Delmg kg™| —

_ AC[mg L' RMV [L min™*]T [min] DF
BW [kg]

Dplmg kg™ |

RMV = 0,608 BW?#32
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[00427] Em que: Dp: dose apresentada; Dp: Dose depositada; AC:
Concentragao de Exposicao de Aerossol; RMV: Volume Respiratorio
por Minuto (Alexander. DJ, et al., 2008. Inhal Toxicol.; 20(13): 1.179 a
1.189); T: Tempo de exposicdo; BW: Peso Corporal; DF: Fracdo de
deposicao pulmonar (suposta como 10%, Tepper et al., 2016 Int J To-
xicol; 35(4):376 a 392); Tempo variou entre 30 e 180 minutos.
RESULTADOS

[00428] Concentracdo de Aerossol e Tamanho de Particula: A con-
centracdo média de aerossol total, concentracdo de aerossol de Bi-
sEDT e tamanho de particula para as formulagcbes s&do mostradas para
a primeira formulacao de BisEDT (n° de Lote ED268-1-11-01) na Tabe-
la 1. Uma tabela analoga é mostrada para a segunda formulacédo de
BisEDT (n° de Lote XL-47-125) na Tabela 2. Um histograma exemplifi-
cativo da distribuicdo de tamanho de particula para a concentragcao 2,5
mg/ml assumida por meio do impactador de cascata € mostrado na
Figura 2. Os histogramas exemplificativos das distribuicbes de tama-
nho de particula para as concentragdes de 25, 50, 75, e 100 mg/ml
assumidas por meio de APS sdo mostradas nas Figuras 3, 4, 5, e 6;
respectivamente. Os testes repetidos para distribuicdes de tamanho
para a segunda formulagado de BisEDT séao representados nas Figuras
7, 8,9 e 10 para 100 mg/ml, 50 mg/ml, 10 mg/ml, e 2,5 mg/ml respec-
tivamente.

TABELA 1. SUMARIO DE TESTE DE AEROSSOL DE SUSPENSAO
PARA BISEDT (N° DE LOTE ED268-1-11-01)

Formulagdo |Conc. de Aerossol|Conc. de Aerossol de|Tamanho de Parti-
(mg/ml) Total (mg/l) BiseDT (ug/l) cula (GSD)*

1 9,9 1,65 (1,6) um

2,5 0,116 18,5 0,97 (3,0) um

10 0,184 80,7 N/D

25 0,441 87,9 (64,4)+ 2,98 (1,8) um
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Formulagdo |Conc. de Aerossol|Conc. de Aerossol de|Tamanho de Parti-
(mg/ml) Total (mg/l) BisEDT (upg/l) cula (GSD)*

50 0,599 156 2,83 (1,9) um

75 0,618 530 3,16 (1,70) ym

100 0,816 719 3,53 (1,71) uym
100* 0,731 568 3,60 (1,71) um

* Todos os dados de tamanho de particula coletados com um APS ex-
ceto pela formulagao 2,5 mg/ml

+: para um dos filtros da solugdo 25 mg/ml, extracdo quimica rendeu
uma concentragado ndo esperada de BisEDT. 64,4 ug/l € o valor médio
de todas as concentragbes extraidas, enquanto 87,9 ug/L € a média
que exclui este valor discrepante.

Tabela 2. Sumario de teste de aerossol de suspensdo para Bi-
sEDT (n° de Lote XL-47-125) com o uso de um veiculo 300 mOs-

mol/kg

Formulacéo Conc. de Aerossol|Conc. de Aerossol de|Tamanho de Par-
(mg/ml) Total (mg/l) BisEDT (ug/l) ticula (GSD)

100 1,535 1.300 2,90 (1,67) um
100 1,404 N/D 2,60 (1,65) um

50 0,711 159 2,79 (1,69) um

10 0,332 97,7 1,61 (1,65) um

2,5 0,175 18,4 1,44 (1,71) um
[00429] Os aerossois nas Tabelas 1 e 2 foram gerados com um ne-

bulizador Pari LC Plus® Performance. O nebulizador foi testado com
um compressor de 0,12 MPa (1,2 bar); medido com Malvern MasterSi-
zer X em 50% de umidade relativa, solugao de NaCl 0,9, fluxo inspira-
tério de 20 I/min, nebulizacdo continua a 23 °C com um volume de
carga de 2,5 ml.

[00430] Dose Depositada Pulmonar. As doses depositadas pulmo-
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nares podem ser moduladas por meio da concentragdo de aerossol
e/ou da duracdo de exposicdo. Para uma exposi¢ao de inalacdo ape-
nas nasal de roedor, a duragao de exposicado € tipicamente alvejada
entre 30 e 180 minutos. Com o uso do desempenho do aerossol e da
equacao de dose pulmonar acima, a faixa de dose depositada pulmo-
nar para a primeira formulagao de BisEDT estaria entre 42 ug/kg e 9,6
mg/kg. A segunda formulagéo foi mais eficaz no depdsito de BisEDT e
tem capacidade para gerar uma dose até 17,5 mg/kg.

[00431] Os métodos para geracédo de formulacdo e aerossol de Bi-
sEDT foram desenvolvidos. Os mesmos suportam a dose depositada
pulmonar entre 42 ug/kg e 17,5 mg/kg. Estas condi¢gbes de exposig¢ao
sao apropriadas para exposi¢des de inalagao de roedor.

EXEMPLO 5: ESTUDOS IN VITRO

[00432] Este Exemplo descreve uma série de experimentos que
avaliam a adequabilidade e praticabilidade do desenvolvimento de
bismuto-tidis, particularmente BisEDT, como um produto de farmaco
inalado para o tratamento de infec¢gées pulmonares relacionadas a CF.
Uma faixa relevante para CF de patdégenos bacterianos infecciosos,
incluindo cepas altamente resistentes e cepas de formacéao de biofilme
de tais patdgenos, foi testada quanto a susceptibilidade a bismuto-
tidis. Além disto, as avaliagdes in vitro de toxicidade contra células epi-
teliais de via respiratéria de pulméo foram conduzidas.

[00433] O teste de susceptibilidade microbiolégica padronizado foi
executado com dois compostos de bismuto-tiol contra uma faixa dos
isolados de CF altamente resistentes mais desafiadores clinicamente.
O teste de MIC foi padronizado com o uso de cepas de ATCC de E.
coli (25922) e S. aureus (29213).

[00434] Os resultados deste teste demonstraram que BisEDT foi
consistentemente potente contra todos os isolados de CF testados,

incluindo P. aeruginosa MDR e resistente a aminoglicosideo, B. ceno-
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cepacia, Achromobacter spp., € S. maltophilia, com todos os organis-
mos de teste que demonstram MICs de menos do que 1 ug/ml (consul-
tar a Figura 12).

[00435] Para expansao mediante a isso, as bactérias testadas fo-
ram expandidas para incluir mais Burkholderia spp., assim como para
testar uma faixa mais ampla de isolados de CF e cepas resistentes a
antibidtico.

[00436] Uma faixa de cepas isoladas de CF de Mycobacterium
avium e Mycobacterium abscessus foi incluida; o que permite o enten-
dimento da atividade contra Mycobacteria ndo tubercular (NTM). Os
resultados deste estudo sdo mostrados abaixo. Dois compostos de
bismuto-tiol distintos foram avaliados, incluindo BisEDT e BisBDT. Os
isolados de Mycobacterium avium foram constatados como tendo as
MICs mais altas, embora BisEDT demonstrou MICs inferiores contra
estas bactérias NTM em relacao a BisBDT. Os isolados de CF de rele-
vancia clinica maior, incluindo tanto M. abscessus spp. quanto
Burkholderia spp., foram ambos consistentemente constatados como
muito mais suscetiveis a BisEDT e BisBDT. Este estudo demonstrou
dados de MIC muito irresistiveis contra isolados de CF tanto de NTM
quanto de Burkholderia spp., visto que poucos antibiéticos comerciais

tém este nivel e espectro de atividade.
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[00437] Avaliagao in vitro controlada de BisEDT, em relacéo a cito-
toxicidade potencial em epitélio de via respiratoria humana completa-
mente diferenciada foi executada. Tanto as formas solubilizadas quan-
to solidas (pd/particulado) de BisEDT foram avaliadas em relagdo a
citotoxicidade por Epithelix, uma organizagcdo de pesquisa contratada
(CRO) que se especializa nesta forma de avaliagdo de citotoxicidade
com a utilizacdo de um sistema de teste de epitélio de via respiratéria
humana completamente diferenciada in vitro proprietaria (MucilAir™).
O sistema MucilAir facilitou a avaliagado de citotoxicidade através tanto
da liberagao de LDH (do lado de meio de cultura) quanto da resistén-
cia elétrica transepitelial (TEER) do lado apical/exposto ao ar assim
como examinagao microscopica pré- e pos-exposicao para mudancas
morfolégicas (Figura 13).

[00438] Em relacéo a avaliagcao de seis concentragdes de BisEDT
solubilizado, nenhuma mudanca em morfologia celular foi observada
em quatro pontos no tempo diferentes (até 48 horas), assim como ne-
nhuma mudanca foi observada em liberacdo de LDH e TEER, indican-
do que nenhum efeito toxico foi observado, em todos os pontos no
tempo até mesmo na concentragdo de teste mais alta testada de 30
uM (20,83 ug/ml, que é aproximadamente 20 a 347 mais alta do que
as MICs recentemente derivadas, contra os isolados bacterianos de
CF mais testados, incluindo M. abscessus (incluindo amicacina e clari-
tromicina/cepas resistentes a macrolideo), Burkholderia spp. (incluindo
cepas resistentes a beta-lactama, fluoroquinolona, e sulfametoxazol),
P. aeruginosa (incluindo cepas multirresistentes (MDR)), Achromobacter
spp., Stenotrophomonas maltophilia, e S. aureus (incluindo MRSA)). A
concentragdo mais alta testada de 20,83 ug/ml também é aproxima-
damente 2,5 a 10 vezes superior aquela da MIC para M. avium, que,
comparativamente, teve as MICs mais altas em relagao ao BisEDT de

quaisquer isolados de CF testados. Adicionalmente, visto que nenhum
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traco de toxicidade foi demonstrado até mesmo com a concentragao
mais alta de BisEDT solubilizado, € possivel que concentragbes superio-
res também possam ser determinadas como nao téxicas/seguras/bem
toleradas.

[00439] Em relacido a avaliagao de cinco concentragdes de BisEDT
particulado diluido em dextrano como um carreador (peso/area), as
duas concentragdes inferiores ndo produziram mudancas em morfolo-
gia celular nos quatro pontos de tempo diferentes (até 48 horas), as-
sim como nenhuma mudancga foi observada em liberagcdo de LDH e
TEER, o que indica que nenhum efeito toxico foi observado em qual-
quer um dos quatro pontos no tempo.

[00440] Em relacdo a morfologia, as trés concentragdes superiores
demonstraram mudancas que foram mais pronunciadas nas duas con-
centracdes superiores. Em relagao as trés concentragdes superiores,
nenhum efeito significativo foi observado em relacdo a TEER em qual-
quer uma destas concentragdes no ponto no tempo de 1 hora, mas em
8, 24, e 48 horas, TEER, perda de integridade de tecido ocorreu com
todas as trés das concentragdes mais altas. De modo similar, nenhum
efeito em liberacdo de LDH foi observado em qualquer ponto no tempo
com as duas concentragdes inferiores, nem em 1 hora para as trés
concentragdes superiores; mas além de 1 hora de ponto no tempo,
houve um aumento dependente de tempo e dose em liberacdo de LDH
e diminuicdo em TEER, o que indica citotoxicidade sob estas condi-
coes. E observavel que, nos estudos clinicos humanos de Fase 1, a
concentragdo de até 2.500 ug/cm? (~8 vezes superior a 333 pyg/cm?, a
concentragdo mais alta testada neste estudo in vitro) foi bem tolerada
quando administrada por via topica em seres humanos por 6 horas, e
uma concentragao de até 75 yg/cm? (intermediaria entre 33,3 yg/cm? e
333 pg/cm?) foi tolerada quando administrada topicamente a seres

humanos por exposi¢cao continua de mais de 21 em pele normal e
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desgastada. Isto indica que as condicdes de modelo in vitro podem ser
muito mais sensiveis a forma particulada do que condic¢des fisioldgicas
in vivo, representando em excesso o risco verdadeiro de citotoxicidade
da forma de particulado. Independentemente, as concentragdes nao
toxicas mais altas de ambas as formas de BisEDT testadas neste mo-
delo de citotoxicidade in vitro , particuladas ou solubilizadas, fornecem
25 a 345 vezes a MIC necessaria para ser eficaz contra um amplo es-
pectro de patdgenos bacterianos de CF dificil de tratar, resistentes a
antibioticos.

[00441] Os dados deste estudo demonstram que a versao solubili-
zada de BisEDT € segura em multiplos suficientes da dose clinica an-
tecipada.

Atividade de compostos de BT contra biofilmes de isolado de CF
[00442] A atividade de compostos de BT contra biofilmes cultivados
de isolados de CF foi testada. MR14 é um isolado de CF multirresis-
tente (MDR) de Pseudomonas aeruginosa. As reducdes em viabilidade
de célula de biofilme de 2 logs (MB-6) a 4 logs (MB-1-B3) ocorreu em
25 ng/ml (Figura 14). Os compostos de bismuto-tiol foram anteriormen-
te relatados na literatura como tendo efeitos antibiofiime em concen-
tracbes subinibidoras com tratamento de 24 horas com 0,25 pg/ml.
Nao ha nada comparavel na literatura cientifica.

[00443] AG14 é um isolado de CF resistente a aminoglicosideo de
Pseudomonas aeruginosa. As reducdes em viabilidade de célula de
biofiime de 2 logs (MB-6) a aproximadamente 3,5 logs (MB-1-B3) ocor-
reu em 0,25 ug/ml. Novamente, um nivel muito avangado de atividade
antibiofilme (uma reducéo de 6 log) com tratamento de 24 horas ocor-
reu com 0,25 ug/ml; este nivel potente de atividade é muito propenso a
ser unico para os compostos de bismuto-tiol (Figura 15).

[00444] Combinados, os resultados de teste de biofiimes de Pseu-

domonas (MR14 e AG14) demonstram um nivel Unico possivelmente
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avancgado de atividade antibiofiime contra Pseudomonas aeruginosa
multirresistente e resistente a antibidtico (MDR); isto pode representar
uma nova atividade terapéutica e estratégia clinica no tratamento de
infecgdes pulmonares associadas a fibrose cistica.

[00445] AU197 € um isolado de CF de B. cenocepacia. Embora,
neste caso, a atividade antibiofilme ndo ocorra em um nivel subinibidor
(como com os exemplos anteriores de P. aeruginosa), este nivel de
atividade antibiofiime (uma reducédo de log 6 a uma concentracdo de
2,5 yg/ml de BiseDT) &, independentemente, extremamente potente, e
€ muito propensa a ser terapeuticamente alcancgavel (Figura 16).
[00446] AMTO0130-8 representa um isolado de CF do MABSC clini-
camente relevante, que complica frequentemente o tratamento de in-
feccdes pulmonares de CF. Neste caso, enquanto BisBDT demonstrou
apenas reducdes modestas em viabilidade de célula de biofilme, no-
vamente, BisEDT demonstrou uma redugéo de log 6 em 2,5 pg/ml, as-
sim como uma resposta de dose de 2,5 ng/ml a 2,5 yg/ml. De modo
interessante, a MIC contra esta cepa foi demonstrada como inferior
para BisBDT (0,0625 ug/ml) do que para BiseDT (0,125 ug/ml), ainda
assim, a atividade antibiofilme de BisEDT foi aparentemente demons-
trada como muito mais potente — embora nao seja surpreendente ver
tais diferencas em atividade entre compostos de bismuto-tiol distintos,
esta cepa de MABSC particular aparentemente se demonstrou dificil
de trabalhar de modo técnico (consultar observagdes por itens abaixo
da figura), o que também pode ser responsavel por tais diferencas
(aparentes) na atividade (Figura 17).

[00447] AMTO0089-5 ¢é um MABSC resistente a amicacina, resistente
a macrolideo. O envolvimento de tais cepas resistentes a antibidtico de
MABSC nas infecgdes pulmonares de pacientes com CF é extrema-
mente problematico. Aqui, quando BisEDT mostrou uma reducao de

log 2,5 em células de biofilme viaveis em uma concentragao de 2,5
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pug/ml, BisBDT demonstrou ter células de biofilme viaveis por 6 logs em
uma concentragao de 2,5 ug/ml (Figura 18).

[00448] ATCC-19977 é M. abscessus (resistente a macrolideo; in-
duzivel). Uma resposta de dose se demonstra mostrando uma reducao
de log 3 em células de biofilme viavel em 2,5 pg/ml ATCC-19977 é M.
abscessus (resistente a macrolideo; induzivel). Uma resposta de dose
€ demonstrada abaixo, com uma reducao de log 3 em células de bio-
filme viaveis em 2,5 ug/ml (Figura 19).

[00449] Os bismuto-tidis nao foram observados com ativos contra o
biofilme formado por um isolado de CF de MABSC, embora esta cepa
tivesse crescimento lento, uma exposicao mais longa aos compostos
de bismuto-tiol pode ter sido necessaria para demonstrar atividade (Fi-
gura 20).

[00450] Achromobacter spp. foram testados até concentragdes de
250 pg/ml tanto de BisEDT quanto de BisBDT, o que resultou em uma
reducao de log 5 em células de biofilme viaveis. Uma resposta de dose
também é aparentemente associada a ambos os compostos (Figura
21).

[00451] Infelizmente, nenhuma atividade foi evidente para qualquer
composto de bismuto-tiol contra Stenotrophomonas maltophilia (Figura
22).

[00452] Finalmente, a atividade antibiofilme também foi demonstra-
da nas concentracdes mais altas de ambos os compostos (uma redu-
cao de log 5) quando testados contra E. coli (Figura 23).

[00453] Tanto BisEDT quanto BisBDT demonstram ter valores de
MIC muito baixos contra M. abscessus, MDR P. aeruginosa, Achromo-
bacter spp., e Burkholderia spp. Como antes, as cepas de controle de
ATCC séo utilizadas para padronizar os dados. Entretanto, nesta ava-
liacdo, os bismuto-tidis foram comparados de igual para igual com

amicacina e claritromicina (um antibiético de macrolideo clinicamente
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importante). Conforme pode ser visto a partir destes dados abaixo na
Tabela 4, os bismuto-tidis s&o notavel e consistentemente mais poten-
tes do que tanto amicacina quanto claritromicina (mais dramaticamen-
te quando considerando a cepa de MABSC ATCC 19977, que foi indu-

zida para ser resistente a macrolideo).
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AVALIAGCAO DE EFEITO DE COMPOSTO DE BT EM CITOTOXICI-
DADE EM UM EPITELIO DE VIA RESPIRATORIA HUMANA COM-
PLETAMENTE DIFERENCIADA (MUCILAIR™)

[00454] O objetivo deste estudo é avaliar o efeito toxico local poten-
cial de BisEDT em epitélio de via respiratoria. O projeto € dividido em 2
fases: Estudo 1: teste de Toxicidade Aguda de BisEDT em solugao;
Estudo 2: teste de Toxicidade Aguda de BisEDT como sélido.

[00455] O sistema de ensaio usado neste estudo € tecnologia de
Epithelix MucilAir™. MucilAir™ é um modelo completamente diferenci-
ado e 3D pronto para uso de epitélio de via respiratoria humana, cons-
tituido com células epiteliais humanas primarias recém-isoladas de bi-
opsias nasais, traqueais ou bronquicas. MucilAir™ (Figura 24), nao é
apenas morfologica e funcionalmente diferenciado, como também po-
de ser mantido em um estado homeostatico por um longo periodo de
tempo (Huang et al., 2009).

[00456] MucilAir™ & composto de células basais, células ciliadas e
células de muco. A proporgao destes varios tipos de célula € preser-
vada em comparagdo com o que é observado in vivo (Huang et al.,
2011). Além disto, o epitélio se inicia a partir de células nao diferencia-
das. As células sao submetidas a uma diferenciacao progressiva com o

tempo. Apos 45 dias de cultura, os epitélios sdo completamente ciliados,

secretam muco e sao eletricamente restritos (TEER>200 Q.cmz). A ati-
vidade dos canais ibnicos epiteliais principais, como CFTR, EnaC,
Na/K ATPase, é preservada e os epitélios demonstram responder de
maneira regulada e vetorial ao estimulo pro-inflamatério, TNF-a (Hu-
ang et al., 2011). Um grande painel de citocinas, quimiocinas e meta-
loproteinases foi detectado em MucilAir™ (por exemplo, IL-8, IL-6,
GM-CSF, MMP-9, GRO-q).

Teste de Toxicidade Aquda de BisEDT em solucdo

[00457] O objetivo desta fase é avaliar a toxicidade aguda potencial
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de BisEDT em solugdo uma vez aplicada na superficie apical em um
modelo 3D de epitélio de via respiratéria humana completamente dife-
renciado (MucilAir™) apos 1, 8, 24 e 48 horas de exposigao.

TABELA 5: INFORMAGOES DE PACIENTE

Numero de|ldade do Comentarios

. Sexo dos pacientes Idade da cultura o
lote paciente especiais
MD014101 38 anos NA 105 dias Doador normal

TABELA 6: MATERIAL DE TESTE

Nome de Identificagao |Concentragdes Veiculo Solubilidade

. 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, DMSO 0,5% em Solugéo
BisEDT (MB-1-B3) . OK
30 uM Salina Tamponada

[00458] BiseEDT (MB-1-B3) foi aplicado na superficie apical de Muci-
IAir™ durante 1, 8, 24 e 48 horas (Figura 13). O efeito de 6 concentra-
¢oes foi estudado: 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 e 30 pM. O composto foi dilu-
ido em uma solugdo salina tamponada (NaCl 0,9% - CaCl; 1,25 mM-
HEPES 10 mM) com DMSO 0,5%. 30 ul de solugdo na concentragao
selecionada foram aplicados na superficie apical de MucilAir™. O con-
trole negativo corresponde a solugao de veiculo (0 uM) e culturas nao
tratadas. O controle positivo corresponde a 50 pl para Triton X-100
10% diluido em uma solugéo salina tamponada. O estudo foi executa-
do em triplicatas.
[00459] Durante o estudo, insertos foram mantidos em uma incuba-
dora de CO2 (37 °C, CO2 5%, 100% de umidade). Os seguintes pontos
finais foram determinados:

» Monitoramento de integridade de tecido: medicao de Re-
sisténcia Elétrica Trans-Epitelial (TEER) (quantitativa) em DO, D1 e D2.

» Monitoramento de citotoxicidade: teste de LDH (quantitati-
vo) em DO, D1 e D2.

» Morfologia: integridade celular e de tecido examinada sob

microscopio de contraste em DO, D1 e D2.
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[00460] Trés dias antes do experimento, os seguintes controles de
qualidade foram realizados em cada epitélio:

« Lavagem: insertos foram lavados com 200 pl de meio de
cultura MucilAir™. A lavagem remove o muco acumulado na superficie
de tecido que pode interferir com o teste.

* Resisténcia Elétrica Trans-Epitelial (TEER): TEER foi me-
dida para verificar que todos os insertos selecionados tém barreiras
epiteliais e o tecido em si nao foi rompido antes da aplicagédo do mate-
rial de teste.

» Morfologia de tecido: cada inserto foi inspecionado sob um
microscopio invertido convencional para garantir a qualidade dos epité-
lios e determinar qualitativamente que o movimento de cilios foi visivel.
A presenga de muco foi detectada pelo aspecto refratario da superficie
apical.

RESULTADOS

[00461] Barras de erro nos seguintes graficos se referem ao erro
padrao da média (SEM). Todas as comparagdes séo versus o controle
negativo (solucao de veiculo, 0 uM).

[00462] Antes da exposicdo: Cada inserto foi inspecionado sob um
microscopio invertido convencional para garantir a qualidade dos epité-
lios. O movimento dos cilios foi claramente visivel para todos os inser-
tos selecionados. A presenca de muco foi detectada pelo aspecto re-
fratario da superficie apical.

[00463] Apo6s a exposicdo: Nenhuma mudanca de morfologia foi
observada para o controle de veiculo e todas as concentracbes e pon-
tos no tempo testados.

[00464] Avaliagdo de citotoxicidade: A Figura 25 mostra a porcenta-
gem de citotoxicidade (medigcdo de LDH) em 1, 8, 24 e 48 horas de
exposicao. O controle (0 uM, solugéo de veiculo) corresponde a uma

liberagao fisiologica de LDH (<5%). A liberagdo de LDH nao foi altera-
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da apds a exposicao a BisEDT em todas as concentracoes testadas e
em todos os pontos no tempo. Portanto, nenhum efeito toxico foi ob-
servado.

[00465] Avaliagcdo de integridade de tecido: a Figura 26 mostra o
monitoramento de TEER em D1. Deve ser observado que TEER é um
parametro dinamico que pode ser afetado por diversos fatores. Uma
diminuigdo da atividade de canal ibnico pode levar a um aumento de
TEER, e uma ativagao dos canais idnicos pode diminuir os valores de
TEER. Quando um epitélio € danificado, uma diminuicdo de TEER se-
ria associada a um aumento de liberacdo de LDH. BisEDT ndo mos-
trou efeito significativo em TEER em todas as concentragdes e pontos
no tempo testados.

Teste de toxicidade aguda de BisEDT como sdlido: 1° conjunto de Ex-
perimentos

[00466] O objetivo deste estudo € avaliar a toxicidade aguda poten-
cial de BisEDT como sdlido (em 0,033, 0,33, 3,33, 33,3, 333 ug/cm?)

uma vez aplicada a superficie apical em um modelo 3D de epitélio de

via respiratéria humana completamente diferenciado (MucilAir™) apos
1, 8, 24 e 48 horas de exposicao.
TABELA 7: TECIDOS (INFORMAGOES DE PACIENTE)

Numero de Sexo dos Comentarios
Idade do paciente Idade da cultura

lote pacientes especiais

MD014101 |38 anos NA 119 dias Doador normal

TABELA 8: MATERIAL DE TESTE

Nome de Identificacao |Concentracoes Veiculo

0,033, 0,33, 3,33,/P6 de dextrano (C60) Ref: Phar-
33,3, 333 ug/cm? macosmos 5510 0060 1007

MB-1-B3

[00467] O composto BisEDT foi aplicado na superficie apical de

MucilAir™. O efeito de 5 concentracdes apos 1, 8, 24 e 48 horas de
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exposicao foi estudado: 0,033, 0,33,3,33, 33,3, 333 pg/cmz. O com-
posto foi diluido em pd de dextrano p6é na concentragao alvejada e
comprimido a fim de obter um comprimido. O estudo foi executado em

triplicatas. Durante o estudo, insertos foram mantidos em uma incuba-

dora CO2 (37°C, CO2 5%, 100% de umidade). A analise de depuracgdo
mucociliar foi realizada ap6s 1 hora e 24 horas de exposigao.

[00468] Controle de qualidade e lavagem da superficie apical: Trés
dias antes do experimento, os controles de qualidade seguintes foram
realizados em cada epitélio:

* Lavagem: insertos foram lavados com 200 pl de meio de
cultura MucilAir™. A lavagem remove o muco acumulado na superficie
de tecido que pode interferir com o teste.

* Resisténcia Elétrica Trans-Epitelial (TEER): TEER foi me-
dida para verificar que todos os insertos selecionados tém barreiras
epiteliais restritas e o tecido em si ndo foi rompido antes da aplicagéo
do material de teste.

» Morfologia de tecido: cada inserto foi inspecionado sob um
microscopio invertido convencional para garantir a qualidade dos epité-
lios e determinar qualitativamente que o movimento de cilios foi visivel.
A presenga de muco foi detectada pelo aspecto refratario da superficie
apical.

RESULTADOS

[00469] Barras de erro nos seguintes graficos se referem ao erro
padrdo da média (SEM). Todas as comparagdes sdo versus o controle
negativo (Carrier, Dextran).

[00470] Antes da exposicao: Cada inserto foi inspecionado sob um
microscopio invertido convencional para garantir a qualidade dos epité-
lios. O movimento dos cilios foi claramente visivel para todos os inser-
tos selecionados. A presenca de muco foi detectada pelo aspecto re-

fratario da superficie apical.
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[00471] Apds a exposicdo: Nenhuma mudangca de morfologia foi
observada para os controles ndo tratados e de veiculo.

* 0,033 e 0,33 pg/cm? Nenhuma modificacdo morfologica
foi observada.

3,33 pg/cm?: Os tabletes aplicados de modo apical foram
dissolvidos de modo insatisfatorio nos epitélios em 24 e 48 h apds a
exposicao. As células foram redondas e opacas na adjacéncia de in-
sertos. Gradualmente, as células se tornam desafixadas uma da outra.
A aparéncia do meio de cultura proveniente do lado basal na superficie
apical foi observada.

» 33,3 e 333 ug/cm? Os tabletes aplicados de modo apical
foram insatisfatoriamente dissolvidos nos epitélios em 8, 24 e 48 h
apos a exposicao. As células foram redondas e opacas nos insertos.
Gradualmente, as células se tornam desafixadas uma da outra. O
meio de cultura vazou para o lado apical.

[00472] Avaliagéo de citotoxicidade: Figura 27 mostra a porcenta-
gem de citotoxicidade (medicdo de LDH) em D1. O controle (Dextrano)
corresponde a uma liberagéo fisiolégica de LDH (<5%). Nenhum efeito
significativo em liberagdo de LDH em 0,033 e 0,33 pg/cm? em todos os
pontos no tempo testados. Uma citotoxicidade dependente de tempo e
dose é observada em 3,3; 33,3 e 333 ug/cm>.

[00473] Avaliagcdo de integridade de tecido: a Figura 28 mostra o
monitoramento de TEER em D1. Deve ser observado que TEER é um
parametro dindmico que pode ser afetado por diversos fatores. Uma
diminui¢do da atividade de canal iénico pode levar a um aumento de
TEER, e uma ativagao dos canais idnicos pode diminuir os valores de
TEER. Quando um epitélio é danificado, uma diminuicdo de TEER se-
ria associada a um aumento de liberacdo de LDH. Nenhum efeito sig-
nificativo foi observado em TEER em 0,033 e 0,33 ug/cm? em todos os

pontos no tempo testados. Apds 1 hora de exposicao, nenhum efeito
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significativo em TEER é observado em todas as doses testadas. A
perda de integridade de tecido é observada em 3,33, 33,3 e 333
Mg/cm? apds 8, 24 e 48 H de exposicéo.

TESTE DE TOXICIDADE AGUDA DE BISEDT COMO SOLIDO: 2°
CONJUNTO DE EXPERIMENTOS

[00474] O objetivo desta fase é avaliar a toxicidade aguda potencial

de BiseEDT como sélido (em 1 pg/cmz) uma vez aplicada a superficie
apical em um modelo 3D de epitélio de via respiratéria humana com-
pletamente diferenciado (MucilAir™) apos 1, 8, 24 e 48 horas de expo-
sicao.

TABELA 9: INFORMAGOES DE PACIENTE

. . Comentarios
Numero de lote |Idade do paciente [Sexo dos pacientes |[dade da cultura o
especiais

MD014101 38 anos NA 125 dias Doador normal

TABELA 10: INFORMAGOES DE COMPOSTO

Nome de Identificagcao Concentragbes \Veiculo
P6 de dextrano (C60)
Ref: Pharmacosmos 5510 0060 1007

MB-1-B3 1 uglem?

[00475] Estratégia de Teste e Protocolo: O composto BisEDT foi
aplicado na superficie apical de MucilAir™. O efeito de concentracdes
1 ug/cm? apods 1, 8, 24 e 48 horas de exposigéo foi estudado. O com-
posto foi diluido em pdé de dextrano pd na concentracdo alvejada e
comprimido a fim de obter um comprimido. O estudo foi executado em
triplicatas. Durante o estudo, insertos foram mantidos em uma incuba-
dora de CO?(37°C, CO2 5%, 100% de umidade). A analise de depura-
c¢ao mucociliar foi realizada apds 1 hora e 24 horas de exposicao.
[00476] Controle de qualidade e lavagem da superficie apical: Trés
dias antes do experimento, os controles de qualidade seguintes foram
realizados em cada epitélio:

» Lavagem: insertos foram lavados com 200 ul de meio de cultura Mu-
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cilAir™. A lavagem remove o muco acumulado na superficie de tecido
qgue pode interferir com o teste.

* Resisténcia Eletrica Trans-Epitelial (TEER): TEER foi medida para
verificar que todos os insertos selecionados tém barreiras epiteliais
restritas e o tecido em si ndo foi rompido antes da aplicagdo do mate-
rial de teste.

» Morfologia de tecido: cada inserto foi inspecionado sob um microsco-
pio invertido convencional para garantir a qualidade dos epitélios e de-
terminar qualitativamente que o movimento de cilios foi visivel. A pre-
senga de muco foi detectada pelo aspecto refratario da superficie api-
cal.

RESULTADOS

[00477] Barras de erro nos seguintes graficos se referem ao erro
padrdo da média (SEM). Todas as comparagdes sdo versus o controle
negativo (Dextrano Carreador).

MORFOLOGIA

[00478]  Morfologia, Antes da exposi¢cdo: Cada inserto foi inspecio-
nado sob um microscopio invertido convencional para garantir a quali-
dade dos epitélios. O movimento dos cilios foi claramente visivel para
todos os insertos selecionados. A presenca de muco foi detectada pelo
aspecto refratario da superficie apical.

[00479]  Morfologia, Apés a exposicdo: Nenhuma mudanga de mor-
fologia foi observada para os controles nado tratados e de veiculo. 1
Mg/cm? apds 1 hora e 8 horas de exposi¢cdo, nenhuma mudang¢a mor-
folégica importante foi observada. Apds 24 h de exposicao, as células
epiteliais em 2 insertos dentre 3 estiveram mortas. Apos 48 h, as célu-
las epiteliais em todos os 3 insertos estiveram mortas.

[00480] Avaliagdo de citotoxicidade: Figura 29 representa a porcen-
tagem de citotoxicidade (medicdo de LDH) em D1. O controle (Dextra-

no) corresponde a uma liberagao fisiologica de LDH (<5%). Nenhum
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efeito significativo em liberagdo de LDH em 1 ug/cm? apds 1 hora de
exposi¢cdo. Uma citotoxicidade dependente de tempo e dose € obser-
vada em 8, 24 e 48 h apss a exposicao.

[00481] Avaliacdo de Integridade de Tecido: A Figura 30 representa
o monitoramento de TEER em D1. Deve ser observado que TEER é
um parametro dindmico que pode ser afetado por diversos fatores.
Uma diminuigdo da atividade de canal idnico pode levar a um aumento
de TEER, e uma ativagao dos canais iénicos pode diminuir os valores
de TEER. Quando um epitélio é danificado, uma diminuicdo de TEER
seria associada a um aumento de liberacédo de LDH.

[00482] Apds 1 hora de exposicao, nenhum efeito significativo em
TEER foi observado em 1 pg/cm?. A perda de integridade de tecido é
observada em 1 ug/cm? apés 8, 24 e 48 h de exposicao. Apds 48 h de
exposigao, os epitélios ndo foram mais restritos.

CONCLUSOES

[00483] O objetivo deste estudo é avaliar o efeito toxico local poten-
cial de BisEDT em epitélio de via respiratéria em solugdo liquida ou
sélida. Para avaliar os efeitos potenciais de exposi¢cao de BisEDT em
epitélios nasais humanos diferenciados cultivados na superficie ar-
liquido, dois conjuntos de experimentos foram conduzidos, a saber,
BisEDT em solugdes liquidas ou BisEDT como sdlido.

[00484] Em geral, no estudo apresentado, o composto de BisEDT
em solucédo liquida ndo mostrou toxicidade local no epitélio de via res-
piratéria em concentragdes testadas diferentes (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10,
30 uM) e exposicao de tempo (1, 8, 24, e 48 horas). Nenhum efeito na
morfologia dos epitélios em liberacdo de TEER e LDH foi observado.
[00485] Resultados similares foram obtidos quando o composto foi
aplicado como sdlido em baixas doses (0,033 e 0,33 pg/cm? para ex-
posigdes de 1, 8, 24, e 48 horas). Entretanto, em 1 e 3,33 ug/cm?, Bi-

sEDT induz a citotoxicidade em 24 h e 48 h de exposi¢cdo, demonstra-
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da por um aumento de liberacdo de LDH e uma reducédo do valor de
TEER. Para concentragdes superiores (33,3, 333 uyg/cm?), a toxicidade
forte foi observada com uma alta quantidade de LDH liberada, valores
de TEER muito baixos e mudangas morfologicas importantes.
REFERENCIAS
[00486] Huang, S; Caul-Futy, M; "A novel in vitro cell model of the
human airway epithelium" Boletim de Informagdes 3R n° 41, outubro
de 20009.
[00487] Huang, S., Wiszniewski, L., & Constant, S. (2011). The use
of in vitro 3D cell models in drug development for respiratory diseases.
Drug Discovery and Development— Present and Future
EXEMPLO 6: ESTUDOS DE ESPUTO
[00488] As curvas de exterminio bacteriano com BisEDT e BisBDT
foram realizadas na presenca de trés esputos de paciente com fibrose
cistica a fim de determinar a possibilidade de os compostos de teste
serem potencialmente inativados por esputo. O ensaio € descrito em
King P, Lomovskaya O, Griffith DC, Burns JL, Dudley MN. In vitro
pharmacodynamics of levofloxacin and other aerosolized antibiotics
under multiple conditions relevant to chronic pulmonary infection in
cystic fibrosis. Antimicrob Agents Chemother, 54:143 a 148, 2010.
[00489] O esputo foi coletado de voluntarios pacientes com fibrose
cistica (CF) sem exposicao de antibiético recente apds a aprovacao de
IRB apropriada. O esputo foi esterilizado por irradiagao UV e a esterili-
zacao foi confirmada por cultura. Uma cultura de um dia para o outro
de cepa Pseudomonas aeruginosa PAO1 foi usada para inocular cultu-
ras frescas em caldo Mueller-Hinton ajustado por cation ou caldo Muel-
ler-Hinton ajustado por cation mais esputo de paciente com CF 10%.
Os farmacos foram adicionados aos tubos de cultura individual com e
sem esputo nas seguintes concentracgdes final:

BisEDT: 0,1 ug/ml, 2 pg/ml, e 20 pg/mi
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BisBDT: 0,1 pg/ml, 4 pg/ml, e 20 pg/ml

[00490] Tobramicina a 1 pg/ml foi usada como um controle de far-
maco comparador conhecido como parcialmente inativado pelo esputo
de paciente. As culturas foram incubadas com agitacdo a 37 °C e as
aliquotas foram removidos a cada hora para quantificagado para unida-
des de formagao de colénia por ml (CFU/ml) por diluicdo em série e
transferéncia para placa em agar de soja triptica por um total de 6 ho-
ras. CFU foram contadas apds a incubagao das placas de um dia para
o outro 37 °C.

[00491] Os controles para este ensaio foram realizados conforme
esperado. A proliferagdao de PAO1 n&o foi obviamente inibida ou inten-
sificada pela adicdo de esputo de paciente estéril na auséncia de far-
maco adicional para culturas bacterianas (Figura 31, circulos fechados
e abertos). Conforme mostrado, o esputo inibe parcialmente a ativida-
de de exterminio bacteriano de tobramicina, com aproximadamente log
0,5 a 1 de CFU/mI mais altos na maioria dos pontos no tempo em cul-
turas com esputo em comparagao com culturas sem esputo.

[00492] A atividade bacteriana de BisEDT parece ser parcialmente
inibida por esputo de paciente com CF com base no ensaio (Figura
32). BisEDT nao é bacteriano contra PA0O1 em 0,1 pg/ml. Com BisEDT
a 2 yg/ml, a adigao de esputo reduz o exterminio por aproximadamen-
te 1 a 2 log CFU/ml em 3 a 6 horas. Quando a concentragcéo de Bi-
sEDT é adicionalmente aumentada para 20 ug/ml, a inibicdo de exter-
minio bacteriano por esputo € menos pronunciada, com o exterminio
na presenca de esputo em atraso por apenas log 0,5 a 1 de CFU/ml
em relacéo a culturas sem esputo em pontos iniciais no tempo (1 a 3
horas). Eventualmente, com esta dose mais alta testada, as bactérias
na cultura com o esputo sao reduzidas abaixo do limite de deteccao 1
hora antes da amostra sem esputo, 0 que sugere que, em concentra-

cbes de farmaco superiores, a inibicdo de BisEDT por esputo € gran-
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demente superada.

[00493] De modo similar, a atividade bactericida de BisBDT parece
ser parcialmente inibida por esputo de paciente com CF (Figura 33).
BisBDT em 0,1 pg/ml ndo € bactericida contra PAO1. Na auséncia de
esputo, BisBDT 4 ug/ml demonstrou atividade bactericida lenta contra
PAO1, com o exterminio de cerca de apenas 1 log pelo ensaio de 6
horas; as culturas com esputo demonstraram aproximadamente log
0,5 a 0,8 de CFU/ml mais sobreviventes a 3 a 6 horas. Na concentra-
¢ao amis alta de BisBDT testada, 20 pg/ml, ha um atraso inicial no ex-
terminio em PAO1 em 1 a 2 horas com a adicao de esputo, mas ambas
as amostras com e sem esputo sao esterilizadas abaixo do limite de
detecgao por 5 horas.

[00494] Ambos os compostos de BisEDT e BisBDT s&o bactericidas
contra a cepa PAO1 de Pseudomonas aeruginosa neste ensaio, e esta
atividade bactericida € parcialmente inibida na presenga de esputo de
paciente de CF. Esta inibigdo parcial de atividade bactericida pode ser
superada por concentragdo aumentada dos compostos de teste. Deste
modo, uma concentracao superior de composto de bismuto-tiol pode
ser necessaria em areas em que o esputo esta presente em compara-
¢ao com compartimentos corporais sem esputo.

EXEMPLO 7: ATIVIDADE IN VITRO DE BISMUTO-TIOIS E COMPA-
RADORES CONTRA ISOLADOS CLiNICOS DE HAEMOPHILUS IN-
FLUENZA

[00495] Neste Exemplo, a atividade de trés compostos de bismuto-
tiol € avaliada contra Haemophilus influenzae, um patégeno prevalente
de doencga respiratoria incluindo pneumonia, otite média, conjuntivite, e
meningite.

[00496] Agentes de Teste e Controle: Os compostos de teste (Bi-
sEDT, e analogos BisBDT/PYR e BisEDT/PYR) foram transportados

de Micromyx e armazenados a -20 °C até ser ensaiado. O solvente
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para todos os compostos de teste foi DMSO 100%, a concentracéo de
estoque foi 2.560 pg/ml, e a faixa testada foi 64 a 0,06 pug/ml. Permitiu-
se que todas as solugdes de estoque repousassem por pelo menos
uma hora antes do uso para autoesterilizacao.

[00497] Os farmacos comparadores foram fornecidos por Micromyx.
Os fornecedores, numeros de lote, diluente, concentragdes de esto-

que, e faixas de teste foram conforme o seguinte:

Concentragao
Teste/Agentes Faixa de
Fornecedor| Numero de lote | Diluente de solugdo de
de controle teste (ug/ml)
estoque (pg/ml)
Azitromicina |USP JOI1240 DMSO 2.560 64 a 0,06
Tampéao
Ampicilina Sigma BCBF0407V Sorenson 1.280 32a0,03
compH 7,5
Cefuxorima Sigma 031M0823V dH20 2.560 64 a 0,06
64 a 0,06
Levofloxacina |Sigma BCBC2112v | DMSO 2.560
1a 0,001

ORGANISMOS DE TESTE

[00498] Os organismos de teste foram mantidos congelados a -80
°C. Os organismos foram originalmente adquiridos a partir da Ameri-
can Type Culture Collection ou dos laboratérios clinicos. Os isolados
foram subcultivados em placas Chocolate Agar (Remel; Lenexa, KS) e
incubadas de um dia para o outro a 35 °C com CO2 5%. H. influenzae
ATCC 49247 foi testado com os propositos de controle de qualidade
para os compostos de comparador.

[00499] Meio de Ensaio de Concentragao Inibidora Minima (MIC): O
meio empregado para o ensaio de MIC de microdiluicdo de caldo foi
Meio de Teste Haemophilus (HTM; Remel; Lenexa, KS; n° de Catalogo
R112380; n° de Lote 056737) conforme recomendado pelo Clinical La-
boratory Standards Institute (CLSI; 1).

[00500] Procedimento de Ensaio de Concentragao Inibidora Minima
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de Caldo (MIC) : valores de MIC foram determinados com o uso de um
método de microdiluicdo de caldo conforme recomendado por CLSI (1,
2). Manipuladores de liquidos automatizados (Multidrop 384, Labsys-
tems, Helsinki, Finlandia; Biomek 2000 e Biomek F/X, Beckman Coul-
ter, Fullerton CA) foram usados para conduzir diluicdes em série e fa-
zer transferéncias de liquido.

[00501] Os pogos de uma placa de microdiluicido de 96 de pocgos
padrao (Costar 3795; Corning Inc.; Corning, NY) foram carregados
com 150 ul do solvente apropriado nas colunas 2 a 12 no Multidrop
384. Esta placa foi usada para preparar o farmaco "placa mae" que
forneceu as diluigbes de farmaco em série para as "placas filhas" repli-
catas. O Biomek 2000 foi usado para transferir 150 ul de cada solugao
de estoque dos pogos na Coluna 1 da placa mae para produzir dez
diluicbes em série de 2 vezes subsequentes. Os pocgos da Coluna 12
ndo continham farmaco e foram os pogos de controle de proliferagcao
de organismo. Cada placa méae tem a capacidade para criar um total
de 15 placas mae.

[00502] As placas filhas foram carregadas com 185 pl de HTM com
o uso do Multidrop 384. Os pogos das placas filhas continham final-
mente 185 pl de HTM, 5 ul de solugao de farmaco, e 10 ul de indéculo.
As placas filhas foram preparadas no instrumento Biomek F/X que
transferiu 5 pl de solugao de farmaco de cada pogo da placa mae para
cada poco correspondente de cada placa filha em uma unica etapa.
[00503] Um indéculo padronizado de cada organismo foi preparado
por métodos de CLSI (1). O indculo para cada organismo foi dispensa-
do em reservatorios esterilizados divididos por comprimento (Beckman
Coulter), e o Biomek 2000 foi usado para inocular as placas. As placas
filhas foram colocadas na superficie de trabalho Biomek 2000 inverti-
das de modo que a inoculagdo ocorra de concentracdo de farmaco

baixa a alta. O Biomek 2000 distribuiu 10 ul de indculo padronizado em
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cada poco. Estas dilui¢des renderam uma concentragao de célula final
nas placas filhas de aproximadamente 5,0 x 105 unidades formadoras
de coluna/ml.

[00504] As placas foram empilhadas em trés, cobertas com uma
tampa na placa superior, colocadas em bolsas de plastico, e incuba-
das a 35 °C por aproximadamente 24 h. Apds a incubacao, as micro-
placas foram removidas da incubadora e vistas do fundo com o uso de
um visualizador de placa. Uma placa de controle de solubilidade n&o
inoculada foi observada para evidéncia de precipitacao de farmaco. A
MIC foi lida e registrada como a concentragdo mais lenta de farmaco
que inibiu proliferagéo visivel significativa do organismo.
RESULTADOS

[00505] A examinacgao das placas de solubilidade de farmaco nao
inoculado n&o exibiu nenhuma precipitagdo de qualquer um dos agen-
tes avaliados sobre a faixa de concentracéo testada. Contra H. influ-
enzae ATCC 49247, os comparadores avaliados tiveram MICs na faixa
aceitavel para controle de qualidade estabelecido por CLSI (2) quando
aplicavel.

[00506] Todos os compostos de teste de bismuto-tiol foram ativos
contra todas as cepas de H. influenzae avaliadas independentemente
de resisténcia a outros agentes, incluindo isolados que foram resisten-
tes a ampicilina negativos em beta-lactamase (BLNAR). Os MICs de
BisEDT e analogos de BisEDT/PYR e BisBDT/PYR estiveram todos
em ou abaixo da concentragdo mais baixa avaliada no estudo (<0,06
pug/ml). Esta atividade foi superior a azitromicina (MICso € MICgo de 2
ug/ml), ampicilina (MICso de 2 pg/ml e MICqo de 4 pg/ml), e cefuroxima
(MICs0 de 4 ug/ml e MICgo de 16 pg/ml). Levofloxacina, que foi testado
abaixo tdo baixo quanto 0,001 pg/ml com propésitos de controle de
qualidade teve uma MICso € MICgo de 0,015 pg/ml. Visto que os com-

postos de bismuto-tiol foram testados de 0,06 a 64 ug/ml neste estudo,
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e suas MICs foram < 0,06 pg/ml, ndo se sabe se sua atividade excede
aquela de levofloxacina que teve, em geral, MICs de 0,015 ug/ml.
[00507] Este estudo demonstrou um alto grau de poténcia para os
compostos de bismuto-tiol testados contra H. influenzae em niveis que
excedem aqueles de ampicilina, azitromicina e cefuroxima. Esta ativi-
dade ilustra que H. influenzae € incluido como parte do espectro amplo
de atividade mostrado in vitro para esta classe de agentes terapéuticos
inovadores.
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EXEMPLO 8: ESTUDOS IN VIVO

[00510] Obijetivos: O objetivo primario deste estudo é avaliar a tole-
rancia de BisEDT (Dalton Pharma Services; n° de Lote ED268-1-11-01
armazenado a temperatura ambiente) apos exposicdo de inalagao
apenas nasal em ratos F344. Os animais serdao expostos a concentra-
coes diferentes (baixa, média, alta) por até 180 minutos. O sangue se-
ra coletado em pontos no tempo predeterminados para analisar a pre-
senca sistémica de BisEDT. Na conclusdo do estudo (24 h poés-
exposicao), os animais serdo submetidos a eutanasia e a necrdpsia,

em que os pulmdes serao lavados e coletados para futura analise po-
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tencial. Os tecidos relacionados ao trato respiratorio adicional como a
cavidade nasal, laringe, faringe, nasofaringe, traqueia, brénquio, e ca-
rina também serdo coletados. O fluido de lavagem sera analisado
quanto a quimica clinica e parametros de hematologia, incluindo con-
tagens celulares e diferenciais. Figado, rim, esdfago, estbmago, intes-
tino delgado e intestino grosso também serdo coletados para futura
analise potencial.

[00511] Animais: Ratos F344 macho e fémea fornecidos por Char-
les River Labs, Wilmington, MA foram usados neste estudo. Os ratos
tiveram aproximadamente 7 a 9 semanas de idade no tempo de che-
gada e 8 a 10 semanas na iniciacdo de estudos. Os pesos corporais
de animais individuais foi + 20% da média de grupo. Os animais serao
unicamente identificados por marcagdes numéricas na cauda (feitas
com tinta indelével, como Sharpie®) para pesos corporais, aleatoriza-
¢ao, e administracao de tratamento. Cartdes de gaiola codificados por
cor também serdao colocados nas gaiolas. Um total de quarenta (40)
ratos F344 machos e fémeas (20 M/20 F) (incluindo extras) foram pe-
didos para o estudo. Trinta e seis (36) animais foram aleatorizados em
3 grupos de estudo, em que cada um consiste em 12 animais por gru-
po (6 M/6F). Os 4 animais restantes (2 M 12 F) foram extras. Mediante
remogao da quarentena, trinta e seis (36) ratos serédo aleatorizados em
3 grupos de estudo cada um, consistindo em 12 animais (6 M/6 F) por
grupo por estratificagdo de peso corporal. Os extras nao usados serao
submetidos a eutanasia ou transportados para outro protocolo de es-
tudo aprovado. Antes do inicio de exposi¢cdes, os animais serao condi-
cionados a tubos de exposi¢do apenas nasais.

[00512] Criacdo Animal: Os animais serdo alojados por um minimo
de 7 dias, até 2 por gaiola em gaiolas de policarbonato com Alpha Dri
ou leito de lascas de madeira. A gaiola e o leito foram submetidos a

autoclave. Antes da inje¢ao, os animais foram introduzidos pelo menos
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uma vez para restringir tubos que serdo usados para dosagem de veia
caudal. O alimento animal foi 2016C Harlan Global Certified Rodent
Chow, (Harlan Tekland, Madison, WI) com acesso ilimitado, exceto
durante os procedimentos de estudo. Cada lote de alimento foi anali-
sado em relagao a contaminantes pelo fabricante e sera usado na vida
em prateleira designada pelo fabricante. Os animais receberam agua
municipal (filtrada em 5, 1, e 0,2 p.m) com acesso ilimitado, exceto du-
rante os procedimentos de estudo. Apenas animais saudaveis foram
usados neste estudo. Um veterinario animal laboratorial ou pessoa
responsavel examinou visualmente os animais antes da liberacdo da
quarentena.

[00513] Condigdes Ambientais: As condi¢des alvejadas para ambi-
ente de sala de animal e fotoperiodo serdo conforme o seguinte: Tem-
peratura: 18 a 26 °C; Umidade: 30 a 70%; Ciclo de Luz: 12 h. Excur-
sbes de luz, umidade e temperatura sao definidos como uma leitura
sustentada que fica fora da faixa especificada por mais do que 3 ho-
ras.

[00514] Experimental Design: O projeto experimental para este es-
tudo foi: Grupo 1: Baixa dose; inalagcdo; 6 machos e 6 fémeas; coleta
de sangue em 0,5, 2 h e 8 h pds-exposicdo e 24 h (terminal); e ne-
cropsia em 24 horas pos-inalagdo. Grupo 2: Dose média; inalacao; 6
machos e 6 fémeas; coleta de sangue em 0,5, 2 h e 8 h pds-exposicao
e 24 h (terminal); e necropsia em 24 horas pés-inalagao. Grupo 3: alta
dose; inalacédo; 6 machos e 6 fémeas; coleta de sangue em 0,5, 2 h e
8 h pds-exposicao e 24 h (terminal); e necropsia em 24 horas poés-
inalacdo. Os animais foram pesados e aleatorizados em grupos de es-
tudo apds o periodo de quarentena. Os animais foram divididos em 3
grupos que consistem, cada um, em 6 M e 6 F por grupo. Os grupos
foram expostos a trés niveis de dose diferentes de BisEDT. A exposi-

¢ao inicial foi uma concentracado de formulagdo de 100 mg/ml para um
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tempo de exposi¢cado de 60 minutos; com base no desenvolvimento de
meétodo, se espera que resulte em uma dose de 3 mg/kg. A duracéo
maxima para exposi¢des foi 180 minutos e a concentragéo de formula-
¢ao maxima foi 100 mg/ml.

[00515] Apds a exposicao, as coletas de sangue nao terminais fo-
ram realizadas em 2 animais por sexo em 0,5, 2, e 8 horas pos-
exposicao. Na conclusdo do estudo (24 h pds-exposi¢cdo), os animais
foram submetidos a eutanasia e a necrépsia. O pulmé&o direito foi lava-
do, congelado, e coletado para futura analise potencial. O pulmao es-
querdo foi congelado para futura analise potencial. Os tecidos relacio-
nados ao trato respiratorio adicional como a cavidade nasal, laringe,
faringe, nasofaringe, traqueia, brénquio, e carina foram coletados. O
fluido de lavagem foi analisado quanto a quimica clinica e parametros
de hematologia, incluindo contagens celulares e diferenciais. Figado,
rim, es6fago, estbmago, intestino delgado e intestino grosso foram co-
letados para futura analise potencial. Estas amostras de tecido de 6r-
gao foram congeladas e armazenadas com conclusao de estudo pen-
dente. O fluido de lavagem foi analisado quanto a patologia clinica e
hematologia (incluindo contagens celulares e diferenciais). Uma coleta
de sangue total maxima também foi coletada na necropsia. As amos-
tras de sangue foram analisadas quanto a quimica clinica e hematolo-
gia, assim como uma aliquota congelada para analise potencial para
BisEDT.

[00516] Exposicédo de Inalagado: A exposicao inicial de BisEDT (bis-
muto-1,2-etanoditiol) foi formulada como uma solugdo em 100 mg/ml
em suspensdo em Tween 80 0,5%, fosfato de sddio 10 mM, pH 7 4,
em NaCl (ajustado a aproximadamente 300 mOsm). Os aerossois fo-
ram gerados com um nebulizador de jato de ar comprimido comercial,
Pad LC Plus, operado com pressao de entrada de 0,14 MPa (20 psi).

Um esquema é mostrado na Figura 1. Os aerossoéis foram levados a
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um sistema de exposicao de inalagdo apenas nasal de roedor. O sis-
tema de exposicao foi operado com um fluxo de ar de entrada de —5,2
I/min e um fluxo de ar de exaustdo de —5 I/min. Isto resultou em 0,31
I/min para cada porta que € levemente superior a 1,5x 0 volume de mi-
nuto respiratorio de um rato.

[00517] Concentragao de Exposicdo e Monitoramento de Tamanho
de Particula: A concentracdo de aerossol foi monitorada na zona de
respiragao por coleta em um filtro GF/a. Os filtros foram analisados por
meio de massa diferencial e outros métodos conhecidos na técnica. O
tamanho de particula de aerossol foi medido com o uso de um TSI Ae-
rodynamic Particle Sizer (Modelo 3321, TSI, Inc., Shoreview, MN) ou
um impactador em cascata In-Tox Mercer 2,0 I/min.

[00518] Observacgdes e medic¢des: As observagdes foram documen-
tadas em banco de dados Provantis ou o Sistema de Gerenciamento
Animal (AMS, LRRI, Albuquerque).

[00519] Observacgdes Clinicas e Mortalidade/Morbidez: As observa-
coes clinicas detalhadas foram registradas comecando no dia de dose
com observagdes registradas antes da exposi¢cao, durante a exposi-
¢cao, apos a exposicao a medida que os animais retornam para suas
gaiolas iniciais, e na tarde pos-exposi¢ao. As observagdes serao regis-
tradas de acordo com um termo padrao (SOP TXP-1532 - Pharmaco-
logic and Toxicologic Observations of Experimental Animals). As ob-
servacgbes gerais incluem, mas sem limitacao, apneia, respiracao difi-
cultada, mal-estar, descarga nasal marcada, etc. Atencado especial foi
dada a sinais clinicos associados ao trato respiratorio. Os animais que
mostram sinais severos de perturbacédo foram submetidos a eutanasia
imediatamente na discricdo do Diretor de Estudo em consulta com a
equipe veterinaria. As examinag¢des também foram orientadas em di-
recao a (1) identificar animais mortos, fracos ou moribundos, e (2) do-

cumentar o inicio e a progressdo de quaisquer sinais clinicos anor-
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mais. Os animais moribundos ou mortos foram submetidos a necropsia
0 mais cedo possivel apds serem encontrados, mas em nenhum caso
depois de 16 horas apds serem encontrados.

[00520] Pesos Corporais: Todos os animais foram pesados apds a
liberagdo da quarentena e este peso sera o peso corporal pré-estudo
usado para aleatorizar animais em grupos de dose. Os pesos corpo-
rais foram coletados na manh& antes da exposigcdo e novamente em
necropsia.

[00521] Coleta de Sangue para Quimica Clinica e Hematologia: As
amostras sanguineas para hematologia e quimica clinica foram cole-
tadas durante a necropsia. Para Contagem Sanguinea Completa
(CBC) com diferenciais absolutos, sangue total (alvo 0,5 ml) foi coleta-
do e colocado em tubos que contém etilenodiaminatetraacetato tripo-
tassico (KsEDTA) como um anticoagulante. As amostras de hematolo-
gia foram analisadas por andlises automatizadas (ADVIA™ 120 Hema-
tology System, Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown,
NY). Os parametros para hematologia sdo: Contagem de Eritrocitos
(RBC) 10/ul; Hemoglobina (HGB) g/dl; Hematocrito (HCT)%; Volume
Corpuscular Médio (MCV) fl; Concentragao (MCHC) g/dl; Hemoglobina
Corpuscular Média (MCH) pg; Contagem de Plaquetas (PLT) (103/ul);
Porcentagem de Reticulécitos (RETIC)% de RBC; Contagem de Leu-
cocitos (WBC) 10%/ul; Neutréfilos (PMN) 103/ul; Linfécitos (LYM) 103/ul;
Mondcitos (MONQ) 10%/ul; Eosindfilos (EOS)10%/ul; Basdfilos (BASO)
103/ul; Células Nao Coloridas Grandes (LUC)103%/ul.

[00522] Para analises quimicas clinicas, sangue total (= 0,5 ml) foi
colocado em separador de soro ou tubo de coagulo para centrifugacao
e separacdao em fragcdes celulares e séricas. As amostras séricas fo-
ram analisadas em um Sistema Hitachi Modular Analytics Clinical
Chemistry (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Os parametros qui-

micos clinicos medidos ou calculados sdo: Alanina Aminotransferase
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(Alanina Transaminase)-Soro (ALT) IU/L; Albumina (ALB) g/dl; Aspar-
tato Aminotransferase (Aspartato Transaminase)-Soro (AST) IU/L; Bi-
lirrubina (Total) (BILI-T) mg/dl; Nitrogénio de Ureia Sanguinea (BUN)
mg/dl; Calcio (CA) mg/dl; Cloreto (Soro) (CL-S) mmol/L; Colesterol (To-
tal) (CHOL) mg/dl; Creatinina (Soro) (CRE-S) mg/dl; Glicose (GLU)
mg/dl; Glutamiltransferase Gama (GGT) IU/L; Fosfatase Alcalina (ALP)
IU/L; Fosfato (PHOS) mg/dl; Potassio (Soro) (K-S) mmol/L; Proteina
(Total) (TP) g/dl; Sodio (Soro) (NA-S) mmol/L; Triglicerideos (TRIG)
mg/dl; Albumina/Globulina (A/G) nenhuma unidade; Nitrogénio de
Ureia Sanguinea/Creatinina (BUN/CRE) nenhuma unidade; Globulina
(GLOBN) g/dl.

[00523] Avaliagdes de hematologia e quimica clinica foram realiza-
das em todos os animais de estudo para os quais os volumes de
amostra sao obtidos e para os quais nenhum problema analitico é en-
contrado. Se os volumes de coleta-alvo ndo sdo obtidos ou se avalia-
¢des ndo sao realizadas, uma razao e notacao serao incluidos nos da-
dos brutos. As amostras sanguineas restantes ou soro serdo descar-
tados apos as analises.

[00524] Coleta Sanguinea para Analise Bioanalitica: Apds a exposi-
¢cao, as coletas de sangue nao terminais foram realizadas em 2 ani-
mais por sexo em 0,5, 2, e 8 horas pds-exposicdo. Aproximadamente
1 ml de sangue total sistémico foram coletados por veia jugular em tu-
bos que contém K3EDTA como um anticoagulante. Os tubos foram
congelados com nitrogénio liquido armazenado sem processamento a
-70 a -90 °C até o transporte para analise com o uso de ensaio ICP-
MS para quantificagdo de bismuto como um representante para Bi-
sEDT.

[00525] Eutanasia e necrépsia: Os animais foram submetidos ao
jejum de um dia para o outro antes da necrépsia programada (24 h

pos-exposicdo). Em necrdpsia programada ou em casos de morbidez,
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animais foram submetidos a eutanasia por injecédo intraperitoneal de
uma overdose de um sedativo a base de barbiturato. As necrépsias
grossas detalhadas foram realizadas em todos os animais (encontra-
dos mortos, moribundos, ou com necrdpsia programada) e consistiram
em uma examinagao externa e interna completa incluindo orificios cor-
porais e 6rgaos e tecidos cranianos, toracicos e abdominais. Todas as
constatagdes grosseiras serdo registradas em termos descritivos. O
sangue total foi coletado para analise bioanalitica, hematologia, e qui-
mica clinica em necrépsia. Pulmdes coletados e pesados. O I6bulo es-
querdo foi removido e congelado para futura analise potencial. Os 16-
bulos direitos foram lavados 3x com o uso de 4 mi/lavagem de solugao
salina tamponada com fosfato (PBS). Apds a lavagem ser completa,
os lébulos direitos foram congelados em nitrogénio liquido para futura
analise potencial.

[00526] Este Exemplo descreve os resultados de estudos de PK de
rato de dose unica de BisEDT que comparam inalagao, IV, e dosagem
oral. As conclusdes primarias sdo que (1) BisEDT permanece no teci-
do pulmonar apdés a dosagem de inalagdo com uma meia-vida de
aproximadamente 4 dias (Figura 34); (2) ha concentragdes sanguineas
muito baixas, mas sustentadas e mensuraveis apds dosagem oral; (3)
a dosagem |V parece seguir um padrao bifasico com distribuic&o inicial
em tecidos por 18 horas, seguido por uma fase de eliminacéo sistémi-
ca lenta; (4) BiseEDT nao divide de modo notavel em tecido pulmonar
apos IV ou dosagem oral - nenhum nivel de pulmao apos baixos niveis
orais e pulmonares detectado apds dosagem IV (<5% vs grupo de ina-
lacao) e niveis cairam rapidamente com cerca de 24 horas de meia-
vida. Isto indica que BisEDT sistémico nao se divide em tecido pulmo-
nar e que os niveis de pulmédo medidos apos a dosagem de inalagéo
sao devido as particulas de farmaco depositadas na superficie apical;

(5) apds a dosagem de inalagao, ha exposi¢cao sanguinea moderada
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sustentada com concentragdes relativamente estaveis através do tem-
po, indicando que o farmaco nos pulmdes atua como um depdésito; (6)
BisEDT foi tolerado em inalagao 100 ug/kg e IV e oral 250 ug/kg. Com
base nestes dados, as baixas doses dadas diariamente ou dia sim, dia
nao sao propensas a fornecer niveis de farmaco muito estaveis em
tecido e sangue (pequenas diferengas entre minimo e maximo). Se a
margem de seguranga € demonstrada como grande o suficiente duran-
te a toxicologia de GLP e/ou estudos clinicos, é possivel alongar o in-
tervalo de dosagem e aumentar a dose consequentemente. Aumentar
a dose e o intervalo leva a flutuagcdes maiores em niveis sanguineos e
de tecido entre niveis de pico (apés dosagem) e através de niveis (an-
tes da dosagem).

[00527] Com base nos dados de toxicologia in vivo e in vitro exis-
tentes, assim como dados de PK de rato e MIC in vitro, a suspenséao
de BisEDT para inalagdo pode ser confiavelmente administrado em
doses que fornecem niveis pulmonares eficazes que sao tolerados, e é
portanto um candidato de desenvolvimento clinico viavel. Conforme
observado acima, BisEDT permanece no tecido pulmonar por muito
tempo a apds a dosagem de inalagdo com uma meia-vida de aproxi-
madamente 4 dias (Figura 35). 24 horas ap6s a dose de inalagao uni-
ca, 4.093 ng/g foram medidos no tecido pulmonar (que se iguala a 123
Mg/ml em fluido de pulm&o) e 4 dias (96 h) apds a dose unica 2.600
ng/g em tecido pulmonar (que se iguala a 78 ug/ml em fluido pulmo-
nar). Sem se atrelar a qualquer teoria particular, acredita-se que a bai-
xa solubilidade de BisEDT fornece dissolugdo lenta e longa exposicao
em fluidos de superficie pulmonar com exposi¢ao sistémica limitada
por meio de difusdo através do epitélio pulmonar. O pulmao parece
atuar como um depdsito para exposicao sistémica lenta com cerca de
niveis sistémicos 10x inferiores em relacdo ao visto no pulméo. A fase

terminal dos dados IV parece mostrar eliminagdo lenta apds a distri-
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buicao de tecido inicial (Figura 36).

[00528] As Tabelas 11 e 12 abaixo mostram BisEDT de sangue to-
tal versus dados de tempo e concentragdo de BisEDT pulmonar em
dados de tempo de sacrificio, respectivamente. Estes resultados tam-
bém s&o mostrados graficamente nas Figuras 37 e 38.

TABELA 11: BISEDT DE SANGUE INTEGRAL VERSUS DADOS DE
TEMPO

Dose (ug/’kg) | Tempo Nominal (h) |Conc Média de BisEDT (ng/ml) |STDEV
3.000 1 485 244
3.000 2 2.504 547
3.000 8 6.570 1.729
3.000 24 20.525 4.907
47 8 114 64
47 12 98 35
47 24 282 84
47 30 373 201
400 8 1.701 542
400 12 1.252 368
400 24 2.700 607
400 30 2.738 1.028
124 8 247 3

124 12 187 78
124 24 571 93
124 30 668 239

0 30 0 N/D
0 30 0 N/D
0 30 0 N/D
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TABELA 12: CONC. DE BISEDT PULMONAR EM SACRIFiCIO

Dose (ug/kg) Tempo de sac (h) |Conc. Média de BiseEDT (ng/g) |STDEV
3.000 24 82,3 8,7
400 30 12,1 4

124 30 5,9 0,9

47 30 4.8 1,1

0 30 0 N/D

[00529] A eficacia de BisEDT na redugao de fardo bacteriano pul-
monar associada a infeccdo pulmonar em um modelo de rato de infec-
cado por Pseudomonas aeruginosa pulmonar foi avaliada. Os resulta-
dos seguem.

[00530] Concentracdo de aerossol: Os resultados de concentragao
de aerossol (gravimétrica e quimica) sao apresentados na Tabela 13.
Nenhum BisEDT foi detectado por analise quimica do veiculo, confor-
me esperado. A analise gravimétrica € listada. A concentragédo de con-
trole positivo (Tobramicina) foi determinada gravimetricamente e todas
as atmosferas de exposig¢ao variaram em menos do que 10% através
de ambos os coortes e todos os dias de exposi¢cdo. A concentracao de
artigo de teste, determinada por analise quimica, variou em menos do
que 5,1% para todos os coortes de exposigao e dias e foi 11,5 ug/l.
TABELA 13. CONCENTRAGAO MEDIA DE ATMOSFERAS DE EX-

POSICAO

Grupo Método de Analise |Concentragcao Média |RSD
Veiculo Gravimétrica 0,11 £ 0,02 mg/L 14,8%
Tobramicina |Gravimétrica 1,26 £ 0,10 mg/L 8,3%
BisEDT Quimica 11,5+ 0,6 pg/L 5,1%

[00531] Dose Distribuida: Tabelas 14 e 15 descrevem as doses

apresentadas e tedricas calculadas distribuidas para os animais neste
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estudo. A dose apresentada é definida como a quantidade inalada total
de material, que compreende material depositado nos seios nasais,
garganta, regidao orofaringea, pulméo, assim como material exalado. A
dose tedrica depositada, ou quantidade de material que € realmente
depositada na superficie do pulméo, é considerada como 10% da dose
apresentada em ratos (Inhal Toxicol. Outubro de 2008;20(13):1.179 a
1.189. doi: 10.1080/08958370802207318, que € incorporado a titulo de
referéncia, em sua totalidade). Cada peso corporal atual do animal e
condicdo de exposi¢cao foram considerados como fator nas equacgdes
acima para determinacido de dose. As exposi¢des de Grupo 3 e Grupo
4 tiveram 13 minutos e 30 minutos em duracgao, respectivamente. Os
filtros de veiculo foram analisados quimicamente para BisEDT e todos
os filtros estiveram abaixo de limites de deteccéo. Os filtros de controle
positivo (tobramicina) foram analisados de modo gravimétrico e a dose
média apresentada para todos os coortes e dias foi 29,0 mg/kg, supe-
rior ao valor de 20 mg/kg especificado no protocolo de estudo. As do-
ses medias apresentadas para os grupos de baixa e alta concentracdo
de BisEDT foram 0,114 mg/kg e 0,264 mg/kg, respectivamente. O pro-
tocolo de estudo demandou doses de 0,1 mg/kg e 0,25 mg/kg para es-
tes grupos. Os detalhes de doses recebidas por grupos de exposicao
por dia e coorte sao listados nas Tabelas 14 e 15 abaixo.

TABELA 14. SUMARIO DE DOSE APRESENTADA

Dose de Coorte 2
Grupo Dia Dose de Coorte 1 (mg/kg)

(mg/kg)
Veiculo 0 BDL BDL
Veiculo 2 BDL BDL
Veiculo 4 BDL BDL
Tobramicina 1 31,0+34 289+1,8
Tobramicina 2 29,0+£1,9 27,9+0,8
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Grupo Dia Dose de Coorte 1 (mg/kg) Dose de Coorte 2
(mg/kg)

Tobramicina 3 279+0,7 293+1,8
Tobramicina 4 293+1,7 285+23

BiseDT (0,1 mg/kg) 0 0,121 £ 0,002 0,110 £ 0,002
BiseDT (0,1 mg/kg) 2 0,120 £ 0,002 0,120 + 0,002
BisEDT (0,1 mg/kg) 4 0,101 £ 0,002 0,114 £ 0,002
BisEDT 0,25 mg/kg -1 0,263 + 0,005 0,264 + 0,003

Tabela 15. Sumario

de Dose Depositada Tedrica

Grupo Dia Dose de Coorte 1 Dose de Coorte 2
Veiculo 0 BDL BDL
Veiculo 2 BDL BDL
Veiculo 4 BDL BDL
Tobramicina 1 3,1 mg/kg 2,9 mg/kg
Tobramicina 2 2,9 mg/kg 2,8 mg/kg
Tobramicina 3 2,8 mg/kg 2,9 mg/kg
Tobramicina 4 2,9 mg/kg 2,9 mg/kg
BisEDT (0,1 mg/kg) 0 12,1 pg/kg 11,0 pg/kg
BisEDT (0,1 mg/kg) 2 12,0 ug/kg 12,0 ug/kg
BisEDT (0,1 mg/kg) 4 10,1 ug/kg 11,4 ug/kg
BiseEDT 0,25mg/kg -1 26,5 ug/kg 26,4 ug/kg

[00532]

tamanho de particula (Figuras 38 a 40) para cada condicdo de exposi-

Distribuicdo de Tamanho de Particula: As distribuicdes de

cao foram determinadas com o uso de um Impactador In-Tox Mercer.
A Figura 39 mostra a distribuicdo de tamanho de aerossol de BisEDT
medida durante o estudo. A Tabela 16 fornece sumarios de distribui-
cbes de tamanho de particula (PSD) e desvios padrdo geométrico

(GSD) por cada tipo de exposicao.
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TABELA 16. SUMARIO DE DISTRIBUIGOES DE TAMANHO PARA
CONDIGOES DE EXPOSIGAO DIFERENTES

Condi¢des de Exposigao MMAD (um) GSD (um)
Veiculo 1,26 1,81
Tobramicina 2,81 1,87
BisEDT 1,54 1,83

[00533] A Figura 42 mostra figuras de eficacia em rato que mostram
a dose administrada cumulativa (total) (depositada no pulm&o) nos di-
as 3 e 5. Conforme pode ser visto a partir desta figura, a razdo de
massa de farmaco distribuido € surpreendente em comparagédo com
Tobi.

[00534] Conclusdo: Animais foram divididos em quatro grupos de
tratamento de inalagcao de experimento: 1) Grupo 1, um grupo de con-
trole negativo tratado com solucéo salina nos Dias 0, 2, e 4; 2) Grupo
2, um grupo de controle positivo tratado com tobramicina (alvo de 20
mg/kg, BID, Dias 1 a 4); 3) Grupo 3, BisEDT (alvo de 0,1 mg/kg, QD,
Dias 0, 2, 4); e Grupo 4, BiseDT (alvo de 0,25 mg/kg, uma vez, Dia -1).
Os animais foram adicionalmente divididos em dois coortes, separados
por um dia, para acomodar o desafio e o tratamento do numero de
animais. Todos os animais foram expostos por protocolo exceto pelos
Grupos 1 e 3, coorte 2. Estes animais foram expostos nos Dias 0, 1, e
4 em vez de nos Dias 0, 2, 4.

[00535] BisEDT néo foi detectado em animais que recebem solugéo
salina (controle negativo). Animais tratados duas vezes por dia (8 do-
ses) com tobramicina receberam uma dose média de 29,0 mg/kg. Esta
dose representa 145% da dose alvejada. Visto que a tobramicina é
usada como um controle positivo para garantir a fungdo de modelo em
vez de uma comparacao direta, ou como um competidor, para a ativi-

dade do artigo de teste, a dose aumentada ndo impacta o estudo. Os
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animais tratados com trés doses alvejadas de BisEDT 0,1 mg/kg rece-
beram uma média de 0,114 mg/kg que representa 114% da dose alve-
jada. Para o Grupo 3 (dose alvejada de 0,1 mg/kg), doses médias de
coorte 1 e 2 para cada dia foram 0,114 e 0,115, respectivamente. Um
teste t ndo pareado (GraphPad Prism 5.0) que compara a dose média
pelos trés dias de tratamento demonstrou que as diferengcas entre os
coortes ndo foram significativas (valor p = 0,93). Os animais que rece-
beram a dose alvejada profilatica unica de 0,25 mg/kg receberam do-
ses principalmente idénticas de 0,263 mg/kg (coorte 1) e 0,264 mg/kg
(coorte 2) de BisEDT, ou 105% e 106%, respectivamente da dose al-
vejada.

[00536] As particulas geradas para exposicao foram consideradas
respiraveis. O MMAD médio de controle positivo (tobramicina) de 2,81
gm com um GSD de 1,87 um. MMAD de particula de aerossol de tra-
tamento de controle negativo (solugao salina) e tratamento de artigo
de teste (BisEDT) foram 1,26 ym e 1,54 ym com um GSD de 1,81 e
1,83, respectivamente.

EXEMPLO 9: ESTUDO DE BISEDT APOS INALAGCAO DE MASCA-
RA DE FACE EM CAES BEAGLE

[00537] O objetivo do estudo & determinar a dose maxima tolerada
(MTD) ou dose maxima praticavel (MFD) de bismuto etanoditiol inala-
do (BisEDT) apds exposicdo de inalacdo de mascara de face (até 60
min de exposicdo) em caes beagle macho e fémea. Os animais serao
monitorados por até 14 dias apds o primeiro dia de exposi¢ao e o san-
gue sera coletado em pontos no tempo predeterminados para analisar
farmacocinética de BisEDT. Além disto, um painel de coagulacéo sera
conduzido antes da necrdpsia. Na conclusdo do estudo, os animais
serao submetidos a eutanasia e serdo submetidos a necropsia durante
a qual o trato respiratorio sera colhido para analise bioanalitica e his-

topatolégica. Os resultados obtidos informardo um estudo de GLP de
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dose repetida de acompanhamento. Este artigo de teste esta atual-
mente sendo desenvolvido como uma formulagdo inovadora de um
agente antimicrobiano/antibiofiime de espectro amplo, indicado para o
tratamento de infecgdes pulmonares em pacientes com fibrose cistica.
[00538] Materiais: BisEDT foi fornecido por Dalton Pharma Servi-
ces; n° de Lote ED268-I-1I-O | e armazenado a temperatura ambiente.
O veiculo usado neste estudo foi Tween 80 0,5%, fosfato de sédio 10
mM, pH 7,4, em NaCl (ajustado para aproximadamente 300 mOsm)
em agua que foi armazenada a temperatura ambiente.

[00539] Caninos: Caninos machos e caninos fémeas, caes beagle,
com idade de 5 a 7 meses foram usados neste estudo. Os machos pe-
saram 6 a 10 kg e as fémeas pesaram 5 a 9 kg. 6 machos e 6 fémeas
foram usados.

[00540] Alojamento: Animais s&o alojados em canis internos ou ex-
ternos.

[00541] Condicionamento: Animais sao condicionados para masca-
ras de restricao e de face.

[00542] Alimentagéo: Dieta Proteica 2025C Harlan Global 25%
(Harlan Teklad, Madison, WI) uma vez por dia (exceto durante exposi-
¢cbdes de condicionamento e inalagdo). Todos os cades sao submetidos
ao jejum a noite antes de todas as amostras sanguineas coletadas pa-
ra hematologia, quimica clinica, e analise de coagulacao. Cada lote de
alimento é analisado em relacdo a contaminantes pelo fabricante e
usado na vida em prateleira designada pelo fabricante. Nao se espera
gue nenhum contaminante esteja presente em niveis que interfeririam
com o resultado do estudo. A agua municipal com acesso ilimitado foi
usada, exceto durante as exposi¢des de condicionamento e inalagao.
[00543] Condigcbes Ambientais: As condigdes alvejadas para tempe-

ratura de canil e fotoperiodo sera conforme o seguinte: Temperatura:

18 a 29 °C; Ciclo de Luz: 12 h (em cada dia de exposicdo, o ciclo de
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luz pode ser estendido para acomodar as coletas de amostra sangui-
nea).

[00544] Morbidez e Mortalidade: Animais sao observados duas ve-
zes por dia quanto a morbidez e mortalidade. Se constatados como
moribundos, os animais serdo submetidos a eutanasia por uma over-
dose de uma solucédo de eutanasia aprovada. Apenas animais sauda-
veis sdo estudados.

[00545] Uma vez adequadamente condicionados ao dispositivo de
restricdo e mascaras de face, os animais sao individualmente expostos
aos aerossois de artigo de teste. O projeto experimental € mostrado na
Tabela 17. Os animais recebem uma exposicao de inalagcdo de mascara
de face unica em um projeto de estudo de rampa para testar os aeros-
soéis de artigo por até 60 min. As observagdes de animais durante e pos-
exposi¢cao determinam a tolerancia de aerossois de BisEDT inalados.
[00546] O Grupo 1 (veiculo) é exposto a uma atmosfera de veiculo
por 30 minutos. O Grupo 2 (50 ug/kg) € exposto a BisEDT por 30 mi-
nutos. As duragdes de exposicdo e concentragdes-alvo para os Gru-
pos 3 a 5 tém base na presenga de qualquer toxicidade por meio de
observagdes clinicas ou constatacbes de necrdpsia grosseiras. Em
cada um dos Grupos 3 a 5, se nenhum sinal clinico adverso de toxici-
dade for observado, a exposi¢cao do proximo grupo sera conduzida em
uma dose-alvo mais alta. Se nenhum sinal clinico adverso de toxicida-
de for observado, a exposicdo do proximo grupo sera conduzida em
uma dose-alvo mais baixa. Esta abordagem é repetida para todas as
doses de BisEDT. A duracao de exposicdo documentada final € a dose
tolerada maxima ou a dose praticavel maxima.

[00547] Sangue é coletado para analise farmacocinética (PK), he-
matologia, quimica clinica e analise de coagulacgao.

[00548] Em cada ponto no tempo programado (ou em casos de

morbidez), animais serao submetidos a eutanasia.
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TABELA 17. PROJETO EXPERIMENTAL

= a Género/IDs de
Grupo |Exposigao Dose-alvo de Animal Coleta de Sangue
Dia 0 e Dia 7: Macho: 1001
1 Veiculo TA | Fémea: 1002 |0
Dia 0 e Dia 7: . Macho: 2001
2 BisEDT Baixo S0 pg/kg | o ea: 2002

3 Dia 0 e Dia 7:|Baixo-Médio: Macho: 3001

BisEDT TBDc Fémea: 3002 |4 h (5 min), Dia 1, Dia 2, Dia 7
(pré-exposigéo), Dia 7 (poOs-
Macho: 4001, | exposiczo), Dia 8, Dia 9, Dia

4 Dia 0 e Dia 7:|Médio-Alto: 4003 10, Dia 11, Dia 12, Dia 13, Dia
BiseEDT TBDc Fémea: 4002,|14
4004
Dia 0 e Dia 7: Macho: 5001
b .
5 BisEDT Alto: TBDe Fémea: 5002

2Todos os grupos consistem em 1 animal macho e 1 fémea expostos no Dia 0 e
Dia 7. Todos os Grupos sao terminais no Dia 14. O Grupo 4 inclui 2 animais adi-
cionais (1 fémea e 1 macho) com necrépsia realizada no Dia 21.

O Grupo 5 sera incluido se o Grupo 4 ndo mostrar sinais de toxicidade.

¢TBD: As concentracdes serdo documentadas por notas e incluidas no relato de
estudo final e teréo base nos resultados do grupo de exposigéao anterior.

4 As coletas de sangue para os animais adicionais (4003 e 4004) no Grupo 4 s3o:
Dia 15, Dia 16, Dia 17, Dia 18, Dia 19, Dia 20, Dia 21.

¢ Coleta de sangue para analise de PK.

[00549] Formulagao de BisEDT: A formulagédo de BisEDT 5,0 mg/ml

inicial € preparada em Tween 80 0,5%, fosfato de sédio 10 mM, pH

7,4, em NaCl (ajustado a aproximadamente 300 mOsm). Em cada dia
de exposicao, a formulacao é analisada.

[00550] Administracéo de Artigo de Teste: Um esquema representa-
tivo é apresentado na Figura 41. O sistema de geracdo de aerossol
acopla um nebulizador de jato de ar comprimido comercialmente dis-
ponivel a uma camara que permite que 0s aerossois transitem para os
animais. A exposicao € por inalacdo de mascara de face pelo projeto
de estudo acima. As duracdes de exposicao nao excedem 60 min. A
concentragao de formulacao e a duragao de exposi¢ao sdo moduladas
para alcancar doses-alvo se necessario.

[00551] Os animais serao transportados para a sala de exposicao e

colocados em tabelas de exposicdo com coleiras de restricdo. As
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mascaras de face conectadas a camara serdo colocadas no animal
imediatamente antes do comecgo do periodo de exposi¢cao. O oxigénio
de camara de exposicao e temperatura (%) sera monitorado ao longo
da exposigao.

[00552] Monitoramento de Concentragcdo: O monitoramento de con-
centragcdo de aerossol € conduzido coletando-se aerossois em filtros
de 47 mm GF/A pré-pesados. Os filtros sdo amostrados a partir da
camara de exposicado ao longo da exposicdo. A taxa de fluxo de amos-
tragem de aerossol através de filtros GF/A € mantida em 0,5 + 0,1
I/min. Apds a coleta de amostra, os filtros sdo pesados para determinar
a concentracdo de aerossol total no sistema de exposicédo. Os filtros
sao extraidos e analisados. Com base na concentracido de aerossol de
exposicao media de BisEDT, a dose depositada € calculada.

[00553] Determinagdo de Tamanho de Particula: A distribuicdo de
tamanho de particula de aerossois € medida da zona de respiragédo da
exposicao camara por um impactador em cascata de sete estagios es-
tilo Mercer (Intox Products, Inc., Albuquerque, NM). A distribuicdo de
tamanho de particula é determinada em termos de diametro aerodi-
namico mediano de massa (MMAD) e desvio padrao geométrico
(GSD). A amostra de impactador em cascata é coletada em uma taxa
de fluxo de 2,0 £ 0,1 I/min.

[00554] Determinagdo de Dose Pulmonar: A dose depositada € cal-
culada com o uso da equacgao abaixo. Neste calculo, a concentracao
de aerossol média medida da exposi¢ao juntamente com o0 peso cor-
poral dos animais individuais para cada dia de exposi¢cao especifico
sera usada. Desta maneira, a quantidade estimada de BisEDT que é
depositada nos pulmdes sera calculada com o uso da concentragao de

aerossol de BiseEDT medida.

AC{(g/Lyx RMV(L/min.)x DFx T (min.)

DD(pg/kg)=
e BW(kg)

em que:
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Dose Depositada = (DD) ug/kg

Volume respiratério por minuto (RMV) = 0,608 x BW?08%2
(Alexander DJ et al., 2008)

Concentragao de exposicdo de aerossol (AC) = concentra-
¢ao de aerossol de BisEDT (ug/l)

Fracao de Deposicédo (DF) = fracdo de deposicdo assumida
de 25%

BW = peso corporal do animal individual em estudo (kg)
OBSERVAGOES E MEDIGOES
[00555] Observagdes Clinicas e Mortalidade/Morbidez: As observa-
¢bes clinicas detalhadas sao registradas comeg¢ando no dia de dose
com observacdes registradas duas vezes por dia (manha e tarde) da
chegada do dia de exposi¢cdo. As observagdes gerais incluem, mas
sem limitacdo, apneia, respiracao dificultada, mal-estar, descarga na-
sal marcada, etc. Atencao especial € dada a sinais clinicos associados
ao trato respiratério. Os animais que mostram sinais severos de per-
turbacdo sdo submetidos a eutanasia na discricdo do Diretor de Estu-
do e em consulta com a equipe veterinaria. As examinagdes sao orien-
tadas em dire¢ao a (1) identificar animais mortos, fracos ou moribun-
dos, e (2) documentar o inicio e a progressao de quaisquer sinais cli-
nicos anormais. Os animais moribundos ou mortos sdo submetidos a
necropsia o mais cedo possivel apds serem encontrados, mas em ne-
nhum caso depois de 16 h apds serem encontrados.
[00556] Pesos Corporais: Todos os animais sdo pesados apés a
liberagdo da quarentena e este peso sera o peso corporal pré-estudo
usado para aleatorizar animais em grupos de dose. Pesos corporais
sao coletados na manha antes da exposi¢cédo e na necrépsia.
[00557] Coletas de Sangue e Analise Bioanalitica: O sangue é cole-
tado para analise farmacocinética (PK) antes da exposigao, entdo, em

4 h (x5 min) pés-exposicao, e novamente no Dia 1, Dia 2, Dia 7 (pré- e
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4 h (x5 min)-pos-exposigao), Dia 8, Dia 9, Dia 10, Dia 11, Dia 12, Dia
13, e Dia 14. Um total de 0,25 ml é coletado em cada ponto no tempo.
Nenhum sangue de PK é coletado dos animais de controle de veiculo
(Grupo 1); apenas animais expostos a BisEDT tém sangue coletado
para analise de PK. As amostras coletadas sao congeladas sem o
processamento para transporte para Medpace para analise bioanaliti-
ca. Sangue adicional é coletado de todos os animais em todos os gru-
pos para hematologia (1 ml) e quimica clinica (1 ml) na linha basal, Dia
7 (pré-exposigao), e novamente em eutanasia. Sangue (2-2 ml) é cole-
tado de todos os animais em necrépsia para analise de coagulacao (d-
dimero, fibrinogénio, PT, e PTT).

[00558] As amostras sanguineas sao coletadas da veia jugular ou
outra veia periférica (cefalica ou safena).

[00559] O sangue para analise farmacocinética (0,25 ml) é coletado
em tubos que contém K3EDTA como um anticoagulante. Os tubos séo
congelados com nitrogénio liquido e armazenados sem processamento a
-70 a -90 °C até o transporte para analise com o uso de ensaio ICP-MS
para quantificacdo de bismuto como um representante para BisEDT.
[00560] Para analises de hematologia, o sangue total (1 ml) sera
coletado com vacutainers que contém KsEDTA como um anticoagulante.
[00561] Para analises quimicas clinicas, sangue total (1 ml) é colo-
cado em separador de soro ou tubo de coagulo e processado para
plasma por centrifugagdo em um minimo de 1.300 g em 2 a 8 °C por
10 (£1) min. As amostras de plasma sdo armazenadas em -70 a -90 °C
até a analise.

[00562] Para analises de coagulacao, sangue (2-2 ml de amostras)
€ coletado em tubos que contém anticoagulante de citrato de sadio,
processados, e o0 plasma citado congelado e mantido para analise.
Tempo de Protrombina (PT), Tempo de Tromboplastina Parcial ativada

(aPTT), d-Dimero, e fibrinogénio sdao analisados em cada animal. As
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amostras serao centrifugadas (1.500 rpm, 15 minutos), plasma dividido
em aliquotas em frascos criogénicos, e armazenados em congelamen-
to (-70 a -90 °C) até a analise.

[00563] Hematologia e Quimica Clinica: Todos os cdes sao subme-
tidos ao jejum a noite antes de todas as amostras sanguineas coleta-
das para hematologia, quimica clinica, e analise de coagulacao.
[00564] As amostras de hematologia sdo analisadas por analises
automatizadas (ADVIA™ 120 Hematology System, Siemens Medical
Solutions Diagnostics, Tarrytown, NY). A disposi¢cao sera registrada na
forma de processamento de amostra. Parametros para hematologia
s&o mostrados na Tabela 18.

[00565] As amostras clinicas sdo analisadas em um Sistema Hitachi
Modular Analytics Clinical Chemistry (Roche Diagnostics, Indianapolis,
IN). Os parametros de quimica clinica sdo mostrados na Tabela 19.
[00566] Se os volumes de coleta-alvo necessarios para hematologia
ou analise de quimica clinica nao sao obtidos, nenhuma analise sera rea-
lizada para este animal. Além disto, se as avaliacbes nao podem ser rea-
lizadas, uma razdo e uma notacéo serao incluidos no arquivo de estudo.
TABELA 18. PARAMETROS DE HEMATOLOGIA

Parametro Abreviacdo® | Unidades
Contagem de Eritrocitos RBC 108/ul
Hemoglobina HGB g/dl
Hematdcrito HCT %
Volume Corpuscular Médio MCV fl
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média MCHC g/dl
Hemoglobina Corpuscular Média MCH pg
Contagem de Plaquetas PLT 103/l
Porcentagem de Reticuldcitos RETIC % de RBC
Contagem de Leucécitos e Diferencial Absoluto
Contagem de Leucécitos Neutrofilos WBC 103/l
PMN 103/ul
Linfocitos LYM 103/ul
Mondcitos MONO 103/l
Eosindfilos EOS 103/l
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Parametro Abreviacdo® | Unidades
Basdfilos BASO 103/l
Células Grandes Nao Coloridas LUC 103/ul

@As abreviagbes do sistema de hematologia diferem daquelas listadas acima,
entretanto, os resultados finais serdo relatados conforme descrito acima

TABELA 19. PARAMETROS DE QUIMICA CLINICA

Analito Abreviagao? | Unidades
gf:)ma Aminotransferase (Alanina Transaminase)- ALT U/L
Albumina ALB g/dl
ﬁ:::;fg?ro Aminotransferase (Aspartato Transami- AST U/L
Bilirrubina (Total) BILI-T mg/dl
Nitrogénio de Ureia Sanguinea BUN mg/dl
Calcio CA mg/dl
Cloreto (Soro) CL-S mmol/l
Colesterol (Total) CHOL mg/dl
Creatinina (Soro) CRE-S mg/dl
Glicose GLU mg/dl
Glutamiltransferase Gama GGT IU/L
Fosfatase Alcalina ALP IU/L
Fosfato PHOS mg/dl
Potassio (Soro) K-S mmol/l
Proteina (Total) TP g/dl
Sadio (Soro) NA-S mmol/l
Triglicerideos TRIG mg/dl
Razbes e Parametros Calculados

Albumina/Globulina A/G Nenhum
Nitrogénio de Ureia Sanguinea/Creatinina BUN/CRE Nenhum
Globulina GLOBN g/dl

@As abreviacbes do sistema de quimica diferem daquelas listadas acima, entre-
tanto, os resultados finais serado relatados conforme descrito acima

EUTANASIA, NECROPSIA E HISTOLOGIA

[00567] Eutanasia: Em necrépsias programadas (Dia 14 ou Dia 21,
respectivamente) ou nos casos de estado moribundo, os animais sao
tranquilizados e submetidos a eutanasia por um veterinario ou seu do-
no. Os animais sao tranquilizados por administracdo de acepromazina
(0,02 a 0,2 mg/kg, IM) e butorfanol (= 0,33 mg/kg, IM). Ap6s a seda-
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¢cao, um cateter intravenoso é colocado para acomodar a administra-
cao de um coquetel de cetamina/diazepam e enxaguado com uma so-
lugdo salina. O coquetel € uma mistura proporcional de 1 ml de ceta-
mina (100 mg/ml) e 1 ml de diazepam (5 mg/ml). O coquetel é, entéo,
administrado a uma dose de = 1 ml/ 9 kg de peso corporal. Nota: Se
um cao é suficientemente sedado apds o uso de acepromazina e bu-
torfanol, a administragcdo de coquetel de cetamina/diazepam pode nao
ser necessaria ou administrada e sera documentada. O animal €, en-
tdo, submetido a eutanasia por uma overdose de um sedativo a base
de barbiturato (Euthasol®, 21 ml/4,5 kg, IV) e enxaguado com uma so-
lucdo salina. Se necessario, exsanguinacao pode ser realizada.
[00568] Necropsia: Necropsias grossas detalhadas séo realizadas
em todos os animais e consistirdo em uma examinacao externa e in-
terna incluindo orificios corporais (olhos, narinas, boca, anus, etc.) e
orgaos e tecidos cranianos, toracicos e abdominais. Todas as consta-
tacdes grosseiras sao registradas em termos descritivos, tipicamente
incluindo localizagado (ou localizagdes), tamanho (em mm), formato,
cor, consisténcia e nimero. Os animais encontrados mortos serao re-
frigerados até a necropsia poder ser realizada. Uma causa de morte é
determinada se possivel.

[00569] O Iébulo esquerdo do pulmao € usado para histopatologia e
sera fixado em NBF 10%. O lébulo intermediario direito tem trés se-
¢des de aproximadamente 1 grama coletadas e congeladas com nitro-
génio liquido para analise bioanalitica; as amostras serdo armazena-
das a -70 a -90 °C até o transporte para analise com o0 uso de ensaio
ICP-MS para quantificagdo de bismuto como um representante para
BisEDT. Figado, bacgo, rim, cérebro, coragao, e trato respiratério sao
coletados e fixados para futura analise potencial.

[00570] Histologia e Patologia: Pulmdes sado preparados e incorpo-

rados, cortados e montados em placas, coloridos com hematoxilina e
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eosina, e avaliados por um patologista. Além disto, as lesbes repre-
sentativas observadas e coletadas durante a necropsia podem ser
avaliadas. A histologia é conduzida no Grupo 1 e no Grupo 4; as anali-
ses adicionais podem ser conduzidas por Emenda ao Protocolo de Es-
tudo Aprovado.

RESULTADOS

[00571] A Tabela 20 mostra a dose depositada real de BisEDT no
pulm&o para cées testados. A Tabela 21 mostra os resultados de he-
matologia e a Tabela 22 mostra resultados de quimica clinica para os
caes testados.

TABELA 20: DOSES DEPOSITADAS NO PULMAO REAIS POR
GRUPO/N° DE ANIMAL.:

N° de Animal | Grupo Dose depositada de pulmao, ug/kg
1001 1 0
1002 1 0
2001 2 55
2002 2 56
3001 3 112
3002 3 111
4001 4 176
4002 4 180
4003 4 195
4004 4 197
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EXEMPLO 10: INTERAGCAO ANTIMICROBIANA DE BISEDT COM
AGENTES USADOS PARA TRATAR INFECCOES DE FIBROSE
CiSTICA CAUSADAS POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA E
COMPLEXO BURKHOLDERIA CEPACIA

[00575] Introdugé&o: A interagdo entre BisEDT e uma variedade de
agentes usados no tratamento de pacientes com fibrose cistica (CF)
foi avaliada contra P. aeruginosa e Burkholderia spp. A interagao anti-
microbiana foi determinada medindo-se as concentragdes inibidoras
fracionarias (FIC) em uma tabela de ensaios.

MATERIAIS E METODOS

[00576] Artigos de teste: BisEDT foi fornecido como um pd seco e
foi armazenado a temperatura ambiente no escuro antes do teste. Os
compostos de comparador foram manipulados de acordo com diretri-
zes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI; 1, 2). As in-
formacgdes especificas nos lotes de farmaco individual e faixas de con-

centracao testadas sdo mostradas na Tabela 23 abaixo:
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[00577] Os solventes apropriados foram adicionados aos farmacos
que foram preparados em 40 vezes a concentragcdo de teste superior.
Foi permitido que as solugdes de estoque repousassem por aproxima-
damente 1 h a temperatura ambiente no escuro para autoesterilizagao
antes de serem usadas para teste. Os estoques de farmaco nos com-
paradores foram congelados e armazenados a -80 °C.

[00578] Organismos: Os organismos de teste foram isolados clini-
cos anteriormente adquiridos por Micromyx ou de American Type Cul-
ture Collection (ATCC). Mediante recebimento em Micromyx, os isola-
dos foram semeados sob condicdes adequadas em meio agar apropri-
ado para cada organismo. Os organismos foram incubados por 18 a
24 h a 35 °C. As coldnias colhidas destas placas de proliferagao foram
ressuspensas no meio apropriado que contém um crioprotetor. As ali-
quotas de cada suspensao foram, entdo, congeladas a -80 °C. Antes
do ensaio, os organismos foram semeados em agar de soja triptica
mais sangue ovino 5% (BD; Sparks, MD; n° de lote 8179506) e foram
incubados conforme descrito acima.

[00579] Meios de Teste: O meio empregado para o ensaio foi caldo
Mueller Hinton ajustado por cation (MHB IlI; Becton-Dickinson, Sparks,
MD; n° de lote 8096574). O meio foi preparado de acordo com diretri-
zes CLSI (2).

[00580] Metodologia de Ensaio de MIC: As placas de ensaio de MIC
foram preparadas com o uso do procedimento de microdiluigao de cal-
do de CLSI (1, 2). Manipuladores de liquidos automatizados (Multidrop
384, Biomek 2000 e Biomek FX) foram usados para conduzir dilui¢gdes
em série e transferéncias de liquidos. Todos os pogos nas colunas 2 a
12 de uma placa de microdiluicdo de 96 pogos padrao (Costar 3795)
foram carregadas com 150 pl do diluente apropriado. Trezentos pl de
cada farmaco de teste (em 40X) foram adicionados a cada pogo na

Coluna 1 das placas. Esta placa foi usada para preparar o farmaco
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"placa mae" que forneceu as diluicbes de farmaco em série para as
"placas filhas" replicatas. O Biomek 2000 foi usado para completar as
transferéncias em série através da Coluna 11 nas placas mae. Os po-
cos da Coluna 12 ndo continham farmaco e foram os pogos de contro-
le de proliferacdo de organismo.

[00581] As placas filhas foram carregadas com 185 pl por poco do
CAMHB descrito com o uso do Multidrop 384. As placas filhas foram
completadas no instrumento Biomek FX que transferiu 5 yl de solugao
de farmaco de cada po¢o de uma placa mae para cada pogo corres-
pondente de cada placa filha em uma unica etapa.

[00582] Um indculo padronizado de cada organismo foi preparado
por métodos de CLSI (2). As suspensdes foram preparadas para se
igualar a um padrdo McFarland 0,5, seguido por diluicdo em meio de
teste 1:20. Os indculos foram dispensados em reservatérios esteriliza-
dos divididos por comprimento (Beckman Coulter), e o Biomek 2000 foi
usado para inocular as placas. As placas filhas foram colocadas na
superficie de trabalho Biomek 2000 em orientagao invertida de modo
que a inoculacao tenha ocorrido de concentragao de farmaco baixa a
alta. O Biomek 2000 distribuiu 10 pl da suspensao diluida em cada po-
co resultando em uma concentragao final de aproximadamente 5 x 10°
CFU/mI. As placas foram empilhadas em 3 a 4, cobertas com uma
tampa esterilizada na placa superior, colocadas em bolsas de plastico,
e incubadas a 35 °C por aproximadamente 18 h.

[00583] As microplacas foram visualizadas do fundo com o uso de
um visualizador de placa e a MIC foi lida. A MIC foi registrada como a
concentragdo mais baixa de farmaco que inibiu proliferacéo visivel do
organismo. As placas de controle de solubilidade nao inoculadas tam-
bém foram observadas para evidéncia de preparacao de farmaco.
[00584] Procedimento de Ensaio de FIC: Faixas de teste de FIC fo-

ram definidas com base em dados de teste de MIC de microdilui¢cao de
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caldo. As placas de ensaio de FIC foram preparadas com o uso do
procedimento de microdiluicdo de caldo CLSI (1, 2) e manipuladores
de liquido automatizados (Multidrop 384, Biomek 2000 e Biomek FX)
para conduzir diluicbes em série e transferéncias liquidas.

[00585] Os pocos de uma placa de microdiluicdo de 96 pocgos pa-
drao (Costar) foram carregados com 150 ul do diluente apropriado nas
colunas 2 a 12. Uma aliquota de 300 pl a 40X na concentragao final
mais alta a ser testada foi adicionada a cada poc¢o na Coluna 1 da pla-
ca. O Biomek 2000 foi usado para fazer onze diluicbes em série de 2
vezes na placa "mée de agente de combinac&o" das colunas 2 a 11.
[00586] Os pocos da placa "mae de agente de teste" foram carre-
gados com 150 pl de diluente nas linhas B a H. A linha A desta placa
foi carregada com 300 pl das solugdes de estoque de agente de teste
em 40X a concentracao final mais alta a ser testada. As diluicoes de 2
vezes em série foram, entdo, preparadas a partir da linha B a G manu-
almente com o uso de uma pipeta multicanal.

[00587] As "placas filhas" foram carregadas com 180 yl de CAMHB
com o uso do Multidrop 384. O Biomek FX foi usado para transferir 5 pl
de solucao de farmaco de cada pog¢o da placa mae de agente de com-
binacao ao pogo correspondente em todas as placas filhas em uma
unica etapa. Entdo, uma aliquota de 5 pl de cada pogo da placa méae
de agente de teste foi transferida com o Biomek FX no pocgo corres-
pondente da placa mae. A Linha H e a Coluna 12 continham, cada
uma, diluicdes em série de agente de combinagao e o agente de teste
sozinho, respectivamente, para determinacdo do MIC. Este procedi-
mento foi repetido para agentes de teste e os agentes de combinacéo
avaliados.

[00588] Um in6culo padronizado de cada organismo foi preparado
por métodos de CLSI (2). As colbnias foram coletadas da placa prima-

ria e uma suspensao foi preparada para se igualar ao padrao de turbi-
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dez McFarland 0,5. As suspensdes foram adicionalmente diluidas em
1:20. Um in6culo padronizado de 10 pl foi distribuido em cada pogo
com o uso do Biomek 2000 de concentracido baixa a alta. Estas inocu-
lacdes renderam uma concentracido de célula final nas placas filhas de
aproximadamente 5 x 10° CFU/ml em cada poco.

[00589] O formato de teste resultou na criacédo de uma tabela 8 x 12
em que cada composto foi testado sozinho (Coluna 12 e Linha H) e em
combinagao em razdes variaveis de concentracdo de farmaco (consul-
tar Figura 43).

[00590] As placas foram empilhadas em 3 a 4, cobertas com uma
tampa esterilizada na placa superior, colocadas em bolsas de plastico,
e incubadas a 35 °C por aproximadamente 18 h (com a excecao de
isolado de P. aeruginosa 8798 que foi incubada por 42 h devido a pro-
liferacao insatisfatoria em 18 h). As placas foram visualizadas do fundo
com o uso de um visualizador de placa. Folhas de leitura preparadas
foram marcadas para a MIC do agente de combinacéo (linha H), a MIC
de agente de teste (coluna 12), e os pocos da interface de prolifera-
cao-sem proliferacao de pocos que contém agente de teste e agente
de combinacdo em razdes variaveis. A FIC foi lida e registrada como a
concentragdo mais baixa de farmaco que nao exibiu proliferacdo do
organismo por linha em que os agentes foram testados em combina-
cao (linhas B a G). Pinpoint trailing nao foi interpretado como prolifera-
cao.

[00591]  Calculos de FIC/FICI: FICs foram calculadas essencialmen-
te conforme descrito por Eliopoulos, et al. (3), conforme aplicavel.
[00592] Para cada linha relevante do painel, o indice de FIC (FICI)
foi calculado conforme abaixo:

FICtarmaco A/MICtarmaco A+ FlCtarmaco 8/MICrarmaco 8= indice de FIC (FICI)
FICI médio foi determinado para a combinacao.

[00593] No caso em que uma MIC para um dos agentes de teste foi
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fora de escala (superior a concentracdo de teste mais alta avaliada,
por exemplo, >32 pg/ml), a MIC foi definida para a concentracdo de 2
vezes mais alta para determinacédo da FIC (por exemplo, se a MIC foi
>32 pg/ml, a FIC foi calculada com base em uma MIC de 64 ug/ml).
[00594] Com o uso dos critérios descritos acima por Odds (4), o FI-
Cl médio para a combinacgao foi interpretado conforme o seguinte: <
0,5 = sinergia, >0,5 a 4 = aditivo/indiferente, e >4 = antagonismo.
[00595] Uma interpretacdo de "sinergia" € coerente com a inibicdo
de proliferacdo de organismo por combinagdes em concentracdes sig-
nificativamente abaixo (>4 vezes) a MIC de qualquer composto sozi-
nho, resultando em um valor de FICI baixo (< 0,50). Uma interpretacéo
de "indiferenga" é coerente com inibicdo de proliferacado em concentra-
cdes em ou levemente abaixo/acima dos valores de MIC dos compos-
tos individuais sozinhos, resultando em um valor de FICI de > 0,50,
mas inferior ou igual a 4,0. Uma interpretagéo de "antagonismo" é re-
sultante quando as concentragdes dos compostos em combinagcédo que
sdo necessarios para inibir a proliferagao de organismo séao substanci-
almente maiores (>4 vezes) do que aquelas para os compostos indivi-
dualmente, resultando em um valor de FICI de > 4,0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

[00596] Os valores de MIC de microdiluigdo de caldo para os agen-
tes avaliados contra os organismos de teste conforme observado du-
rante o teste de MIC inicial sdo resumidos na Tabela 24. Os valores de
MIC para BisEDT e os outros agentes de teste contra P. aeruginosa
ATCC 27853 estiveram dentro das faixas de QC de CLSI (1). BiseDT
manteve a atividade através dos isolados avaliados apesar do alto
grau de resisténcia a outros agentes. Com base nos fenétipos resul-
tantes, os isolados sombreados em cinza foram selecionados para
avaliacao subsequente em tabelas de ensaio com BisEDT em combi-

nagao com outros agentes de teste.
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[00597] Os valores de MIC observados durante o teste de FIC séo
resumidos na Tabela 25. Conforme esperado, estes resultados foram
consistentes (tipicamente idénticos ou em 2 vezes) com aqueles ob-
servados durante inicial teste de MIC inicial (Tabela 24). Os casos ra-
ros em que os valores de MIC diferiram 4 vezes com aqueles observa-
dos durante teste de MIC inicial sGo sombreados em cinza. Durante o
teste de MIC inicial, BisEDT e os outros agentes de teste tiveram valo-
res de MIC dentro das faixas de QC para P. aeruginosa ATCC 27853.
O valor de MIC média de BisEDT conforme observado através de 6
painéis de tabela é relatado na Tabela 25 ao lado da faixa de MIC. Os
valores de MIC observados com BisEDT foram consistentes através
de painéis de tabela durante o teste de FIC, conforme esperado.
[00598] Todos os dados de teste de painéis de FIC sdo mostrados
pelo organismo nas Tabelas 28 a 87. Os valores de FICI médios ob-
servados para BisEDT em combinagdo com todos os agentes avalia-
dos através dos isolados selecionados sé&o resumidos na Tabela 26.
Os casos em que os valores de FICI individuais em painéis de tabela
exibiram sinergia/antagonismo também sao observados.

[00599] Excluindo colistina e ciprofloxacina, a maior parte das inte-
racdes observadas entre BisEDT e outros agentes por FICI foram adi-
tivos/indiferentes com valores de FICI médios e valores de FICI atra-
vés dos painéis de tabela geralmente entre 0,5 a 4. Para um subcon-
junto de isolados, a sinergia entre BisEDT e colistina foi observada
com base em valores de FICI médios < 0,50; para a colistina-R inde-
pendente de P. aeruginosa (isolado 8798), para ambos os isolados de
B. cepacia, e para um isolado de B. cenocepacia (isolado 0548). Para
um dentre P. aeruginosa (isolado 9108), antagonismo entre BisEDT e
ciprofloxacina foi observada com base em um valor de FICI médio >4.
Para BisEDT em combinagdo com ciprofloxacina, houve 3 isolados

adicionais em que houve pelo menos uma linha no painel de FIC que
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teve um valor de FICI indicativo de antagonismo. Houve apenas um
isolado de B. cepacia (isolado 1793) em que houve uma fileira com um
valor de FICI indicativo de antagonismo para BisEDT em combinagéao
com meropenem.

[00600] Em resumo, a interacédo geral entre BisEDT e outros agen-
tes usados para tratar CF foi aditiva/indiferente contra os patogenos de
CF P. aeruginosa e complexo B. cepacia com a exce¢ao de casos se-
lecionados em que a sinergia foi evidente para BisEDT em combina-
¢ao com colistina e casos selecionados em que o antagonismo foi evi-
dente para BisEDT em combinagcdo com ciprofloxacina. A possibilida-
de de estes casos indicarem sinergia verdadeira ou antagonismo para
estas combinacgbes necessita de investigagao adicional por analise de

cinética time-kill.
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TABELA 28. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM MEROPENEM

Organismo: P. aeruginosa |6322 FICI (N): 5
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: |5,97
Farmaco B: Meropenem MIC de Farmaco B: |16 FICI MEDIO: 1,19
Linha MICa FICa MICs FICs FICI

A

B

C 1 0,5 16 1 1,5

D 0,5 0,25 16 1 1,25

E 0,25 0,125 16 1 1,125

F 0,12 0,06 16 1 1,06

G 0,06 0,03 16 1 1,03

H

TABELA 29. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM TOBRAMICINA

Organismo: P. aeruginosa |6322 FICI (N): 5
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: |5,97
Farmaco B: Tobramicina MIC de Farmaco B: |128 FICI MEDIO: 1,19
Linha MICa FICa MICs FICs FICI

A

B

C 1 0,5 128 1 1,5

D 0,5 0,25 128 1 1,25

E 0,25 0,125 128 1 1,125

F 0,12 0,06 128 1 1,06

G 0,06 0,03 128 1 1,03

H
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TABELA 30. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM AMICACINA

Organismo: P. aeruginosa |6322 FICI (N): 4
Farmaco A: BiseDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: 8,93
Farmaco B: Amicacina MIC de Farmaco B: |64 FICI MEDIO: 2,23
Linha MICa FICa MICs FICs FICI

A

B

C

D 0,5 0,5 128 2 2,5

E 0,25 0,25 128 2 2,25

F 0,12 0,12 128 2 2,12

G 0,06 0,06 128 2 2,06

H

TABELA 31. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
CAO COM CIPROFLOXACINA

Organismo: P. aeruginosa |6322 FICI (N): 5
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: 5,97
Farmaco B: Ciprofloxacina |MIC de Farmaco B: |128 FICI MEDIO: 1,19
Linha MICa FICa MICe |FICs FICI

A

B

C 1 0,5 128 |1 1,5

D 0,5 0,25 128 |1 1,25

E 0,25 0,125 128 |1 1,125

F 0,12 0,06 128 |1 1,06

G 0,06 0,03 128 |1 1,03

H
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Organismo: P. aeruginosa |6322 FICI (N): 5
Farmaco A: BiseDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: 5,97
Farmaco B: Aztreonam MIC de Farmaco B: |32 FICI MEDIO: 1,19
Linha MICa FICa MICs |FICs FICI

A

B

C 1 0,5 16 0,5 1

D 0,5 0,25 16 0,5 0,75

E 0,25 0,125 32 1 1,125

F 0,12 0,06 32 1 1,06

G 0,06 0,03 64 2 2,03

H

TABELA 33. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-

GAO COM COLISTINA

Organismo: P. aerugi- 6322 FICI (N): 4
nosa

Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: |4,93
Farmaco B: Colistina MIC de Farmaco B: (0,5 FICI MEDIO: 1,23
Linha MICa  |FICa MICs FICs FICI

A

B

C

D 0,5 0,5 0,5 1 1,5

E 0,25 0,25 0,5 1 1,25

F 0,12 0,12 0,5 1 1,12

G 0,06 0,06 0,5 1 1,06

H
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TABELA 34. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM MEROPENEM

Organismo: P. aeruginosa |6977 FICI (N): 4
Farmaco A: BiseDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: 6,93
Farmaco B: Meropenem MIC de Farmaco B: |8 FICI MEDIO: 1,73
Linha MICa FICa MICs |FICs FICI

A

B

C

D 0,5 0,5 16 2 2,5

E 0,25 0,25 16 2 2,25

F 0,12 0,12 8 1 1,12

G 0,06 0,06 8 1 1,06

H

TABELA 35. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM TOBRAMICINA

Organismo: P. aeruginosa |6977 FICI (N): 4
Farmaco A: BiseDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: 8,93
Farmaco B: Tobramicina MIC de Farmaco B: |128 FICI MEDIO: 2,23
Linha MICa FICa MICs |FICs FICI

A

B

C

D 0,5 0,5 256 |2 2,5

E 0,25 0,25 256 |2 2,25

F 0,12 0,12 256 |2 2,12

G 0,06 0,06 256 |2 2,06

H
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TABELA 36. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM AMICACINA

Organismo: P. aeruginosa | 6977 FICI (N): 4
Farmaco A: BiseDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: 8,93
Farmaco B: Amicacina MIC de Farmaco B: |16 FICI MEDIO: 2,23
Linha MICa FICa MICs FICs FICI

A

B

C

D 0,5 0,5 32 2 2,5

E 0,25 0,25 32 2 2,25

F 0,12 0,12 32 2 2,12

G 0,06 0,06 32 2 2,06

H

TABELA 37. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
CAO COM CIPROFLOXACINA

Organismo: P. aeruginosa | 6977 FICI (N): 4
Farmaco A: BiseDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: 8,93
Farmaco B: Ciprofloxacina | MIC de Farmaco B: | 128 FICI MEDIO: 2,23
Linha MICa  |FICa MICs FICs FICI

A

B

C

D 0,5 0,5 256 2 2,5

E 0,25 0,25 256 2 2,25

F 0,12 0,12 256 2 2,12

G 0,06 0,06 256 2 2,06

H
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TABELA 38. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM AZTREONAM

Organismo: P. aeruginosa | 6977 FICI (N): 4
Farmaco A: BiseDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: 4,93
Farmaco B: Aztreonam MIC de Farmaco B: |64 FICI MEDIO: 1,23
Linha MICa FICa MICs FICs FICI

A

B

C

D 0,5 0,5 64 1 1,5

E 0,25 0,25 64 1 1,25

F 0,12 0,12 64 1 1,12

G 0,06 0,06 64 1 1,06

H

TABELA 39. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM COLISTINA

Organismo: P. aeruginosa |6977 FICI (N): 4
Farmaco A: BiseDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: 4,93
Farmaco B: Colistina MIC de Farmaco B: |1 FICI MEDIO: 1,23
Linha MICa  |FICa MICs FICs FICI

A

B

C

D 0,5 0,5 1 1 1,5

E 0,25 0,25 1 1 1,25

F 0,12 0,12 1 1 1,12

G 0,06 0,06 1 1 1,06

H
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Organismo: P. aeruginosa |7745 FICI (N): 5
Farmaco A: BiseDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: |3,22
Farmaco B: Meropenem MIC de Farmaco B: |16 FICI MEDIO: 0,64
Linha MICa FICa MICs |FICs FICI

A

B

C 1 0,5 4 0,25 0,75

D 0,5 0,25 8 0,5 0,75

E 0,25 0,125 8 0,5 0,625

F 0,12 0,06 8 0,5 0,56

G 0,06 0,03 8 0,5 0,53

H

TABELA 41. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-

GCAO COM TOBRAMICINA

Organismo: P. aeruginosa |7745 FICI (N): 5
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: |5,97
Farmaco B: Tobramicina MIC de Farmaco B: |0,5 FICI MEDIO: 1,19
Linha MICa  |FICa MICs |FICs FICI

A

B

C 1 0,5 0,5 1 1,5

D 0,5 0,25 0,5 1 1,25

E 0,25 0,125 0,5 1 1,125

F 0,12 0,06 0,5 1 1,06

G 0,06 0,03 0,5 1 1,03

H
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TABELA 42. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM AMICACINA

Organismo: P. aeruginosa |7745 FICI (N): 4
Farmaco A: BiseDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: 4,93
Farmaco B: Amicacina MIC de Farmaco B: |4 FICI MEDIO: 1,23
Linha MICa FICa MICs |FICs FICI

A

B

C

D 0,5 0,5 4 1 1,5

E 0,25 0,25 4 1 1,25

F 0,12 0,12 4 1 1,12

G 0,06 0,06 4 1 1,06

H

TABELA 43. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
CAO COM CIPROFLOXACINA

Organismo: P. aeruginosa |7745 FICI (N): 5
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: 12,97
Farmaco B: Ciprofloxacina |MIC de Farmaco B: |2 FICI MEDIO: 2,59
Linha MICa FICa MICe |FICs FICI

A

B

C 1 0,5 4 2 2,5

D 0,5 0,25 8 4 4,25

E 0,25 0,125 4 2 2,125

F 0,12 0,06 4 2 2,06

G 0,06 0,03 4 2 2,03

H
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TABELA 44. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM AZTREONAM

Organismo: P. aeruginosa | 7745 FICI (N): 5
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: 2 SOMA DE FICI: 4,97
Farmaco B: Aztreonam MIC de Farmaco B: 16 FICI MEDIO: 0,99
Linha MICa FICa MICs |FICs FICI

A

B

C 1 0,5 8 0,5 1

D 0,5 0,25 8 0,5 0,75

E 0,25 0,125 16 1 1,125

F 0,12 0,06 16 1 1,06

G 0,06 0,03 16 1 1,03

H

TABELA 45. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM COLISTINA

Organismo: P. aeruginosa |7745 FICI (N): 5
Farmaco A: BiseEDT MIC de Farmaco A: 2 SOMA DE FICI: 5,97
Farmaco B: Colistina MIC de Farmaco B: 0,5 FICI MEDIO: 1,19
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

(o4 1 0,5 0,5 1 1,5

D 0,5 0,25 0,5 1 1,25

E 0,25 0,125 0,5 1 1,125

F 0,12 0,06 0,5 1 1,06

G 0,06 0,03 0,5 1 1,03

H
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TABELA 46. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM MEROPENEM

Organismo: P. aeruginosa |8798 FICI (N): 5
Farmaco A: BiseEDT MIC de Farmaco A: 2 SOMA DE FICI: 5,97
Farmaco B: Meropenem MIC de Farmaco B: 32 FICI MEDIO: 1,19
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 32 1 1,6

D 0,5 0,25 32 1 1,25

E 0,25 0,125 32 1 1,125

F 0,12 0,06 32 1 1,06

G 0,06 0,03 32 1 1,03

H

TABELA 47. MIC (uG/L), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM TOBRAMICINA

Organismo: P. aeruginosa |8798 FICI (N): 6
Farmaco A: BiseEDT MIC de Farmaco A: 2 SOMA DE FICI: 5,47
Farmaco B: Tobramicina MIC de Farmaco B: 16 FICI MEDIO: 0,91
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 8 0,5 1

D 0,5 0,25 16 1 1,25

E 0,25 0,125 16 1 1,125

F 0,12 0,06 16 1 1,06

G 0,06 0,03 16 1 1,03

H
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TABELA 48. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM AMICACINA

Organismo: P. aeruginosa |8798 FICI (N): 5
Farmaco A: BiseEDT MIC de Farmaco A: 2 SOMA DE FICI: 5,47
Farmaco B: Amicacina MIC de Farmaco B: 128 FICI MEDIO: 1,09
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 64 0,5 1

D 0,5 0,25 128 1 1,25

E 0,25 0,125 128 1 1,125

F 0,12 0,06 128 1 1,06

G 0,06 0,03 128 1 1,03

H

TABELA 49. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
CAO COM CIPROFLOXACINA

Organismo: P. aeruginosa |8798 FICI (N): 5
Farmaco A: BiseDT MIC de Farmaco A: 2 SOMA DE FICI:  |4,97
Farmaco B: Ciprofloxacina |MIC de Farmaco B: 8 FICI MEDIO: 0,99
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 4 0,5 1

D 0,5 0,25 4 0,5 0,75

E 0,25 0,125 8 1 1,125

F 0,12 0,06 8 1 1,06

G 0,06 0,03 8 1 1,03

H
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TABELA 50. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM AZTREONAM

Organismo: P. aeruginosa |8798 FICI (N): 5
Farmaco A: BiseEDT MIC de Farmaco A: 2 SOMA DE FICI: 4,47
Farmaco B: Aztreonam MIC de Farmaco B: >256 |FICI MEDIO: 0,89
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 256 0,5 1

D 0,5 0,25 256 0,5 0,75

E 0,25 0,125 256 0,5 1,625

F 0,12 0,06 >256 |1 1,06

G 0,06 0,03 >256 |1 1,03

H

TABELA 51. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM COLISTINA

Organismo: P. aeruginosa |8798 FICI (N): 5
Farmaco A: BiseEDT MIC de Farmaco A: 2 SOMA DE FICI: 1,12
Farmaco B: Colistina MIC de Farmaco B: >256 |FICI MEDIO: 0,22
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 8 0,016 |0,516

D 0,5 0,25 8 0,016 |0,266

E 0,25 0,125 16 0,031 0,156

F 0,12 0,06 16 0,031 0,091

G 0,06 0,03 32 0,063 0,093

H
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TABELA 52. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM MEROPENEM

Organismo: | P. aeruginosa 9108 FICI (N): 5
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: 1 SOMA DE FICI: 5,97
Farmaco B: | Meropenem | MIC de Farmaco B: 1 FICI MEDIO: 1,19
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 1 1 1,6

D 0,5 0,25 1 1 1,25

E 0,25 0,125 1 1 1,125

F 0,12 0,06 1 1 1,06

G 0,06 0,03 1 1 1,03

H

TABELA 53. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM TOBRAMICINA

Organismo: | P. aeruginosa 9108 FICI (N): 5
Farmaco A: |BiseEDT MIC de Farmaco A: 2 SOMA DE FICI: 5,97
Farmaco B: | Tobramicina |MIC de Farmaco B: 0,5 FICI MEDIO: 1,19
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 0,5 1 1,5

D 0,5 0,25 0,5 1 1,25

E 0,25 0,125 0,5 1 1,125

F 0,12 0,06 0,5 1 1,06

G 0,06 0,03 0,5 1 1,03

H
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TABELA 54. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM AMICACINA

Organismo: |P. aeruginosa 9108 FICI (N): 5
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: 2 SOMA DE FICI: 4,47
Farmaco B: | Amicacina MIC de Farmaco B: 4 FICI MEDIO: 1,29
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 2 0,5 1

D 0,5 0,25 8 2 2,25

E 0,25 0,125 4 1 1,125

F 0,12 0,06 4 1 1,06

G 0,06 0,03 4 1 1,03

H

TABELA 55. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
CAO COM CIPROFLOXACINA

Organismo:| P. aeruginosa 9108 FICI (N): 6
Farmaco A: | BisEDT MIC de Farmaco A: 4 SOMA DE FICI: 27,00
Farmaco B: | Ciprofloxacina | MIC de Farmaco B: 16 FICI MEDIO: 4,50
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B 2 0,5 0,25 |0,01563 |0,51563

Cc 1 0,25 128 |8 8,25

D 0,5 0,125 128 |8 8,125

E 0,25 0,063 64 4 4,063

F 0,12 0,03 64 4 4,03

G 0,06 0,015 32 2 2,015

H
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TABELA 56. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM AZTREONAM

Organismo: | P. aeruginosa 9108 FICI (N): 5
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: 3,97
Farmaco B: | Aztreonam MIC de Farmaco B: |16 FICI MEDIO: 0,79
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 8 0,5 1

D 0,5 0,25 8 0,5 0,75

E 0,25 0,125 8 0,5 0,625

F 0,12 0,06 8 0,5 0,56

G 0,06 0,03 16 1 1,03

H

TABELA 57. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM COLISTINA

Organismo: | P. aeruginosa 9108 FICI (N): 6
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: 6,48
Farmaco B: | Colistina MIC de Farmaco B: (0,5 FICI MEDIO: 1,08
Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B 2 0,5 0,25 0,5 1

Cc 1 0,25 0,5 1 1,25

D 0,5 0,125 0,5 1 1,125

E 0,25 0,0625 0,5 1 1,0625

F 0,12 0,03 0,5 1 1,03

G 0,06 0,015 0,5 1 1,015

H
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TABELA 58. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM MEROPENEM

Organismo: |B. cepacia 546 FICI (N): 5
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: [9,97
Farmaco B: Meropenem |MIC de Farmaco B: |4 FICI MEDIO: 1,99
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 4 1 1,6

D 0,5 0,25 8 2 2,25

E 0,25 0,125 8 2 2,125

F 0,12 0,06 8 2 2,06

G 0,06 0,03 8 2 2,03

H

TABELA 59. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM TOBRAMICINA

Organismo: | B. cepacia 546 FICI (N): 5
Farmaco A: |BiseEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: |3,47
Farmaco B: | Tobramicina |MIC de Farmaco B: |32 FICI MEDIO: 0,69
Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B

Cc 1 0,5 16 0,5 1

D 0,5 0,25 16 0,5 0,75

E 0,25 0,125 16 0,5 0,625

F 0,12 0,06 16 0,5 0,56

G 0,06 0,03 16 0,5 0,53

H
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TABELA 60. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM AMICACINA

Organismo: |B. cepacia 546 FICI (N): 5
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: |3,22
Farmaco B: | Amicacina |MIC de Farmaco B: |64 FICI MEDIO: 0,64
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 16 0,25 0,75

D 0,5 0,25 32 0,5 0,75

E 0,25 0,125 32 0,5 0,625

F 0,12 0,06 32 0,5 0,56

G 0,06 0,03 32 0,5 0,53

H

TABELA 61. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
CAO COM CIPROFLOXACINA

Organismo: |B. cepacia 546 FICI (N): 6
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: |8,11
Farmaco B: |Ciprofloxacina | MIC de Farmaco B: |2 FICI MEDIO: 1,35
Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B 2 0,5 0,25 (0,125 |0,625

Cc 1 0,25 4 2 2,25

D 0,5 0,125 4 2 2,125

E 0,25 0,063 2 1 1,063

F 0,12 0,03 2 1 1,03

G 0,06 0,015 2 1 1,015

H
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TABELA 62. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM AZTREONAM

Organismo: |B. cepacia 546 FICI (N): 6
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: |6,98
Farmaco B: |Aztreonam |MIC de Farmaco B: |32 FICI MEDIO: 1,16
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B 2 0,5 32 1 1,56

Cc 1 0,25 32 1 1,25

D 0,5 0,125 32 1 1,125

E 0,25 0,063 32 1 1,063

F 0,12 0,03 32 1 1,03

G 0,06 0,015 32 1 1,015

H

TABELA 63. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM COLISTINA

Organismo: |B. cepacia 546 FICI (N): 6
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: | 1,44
Farmaco B: Colistina MIC de Farmaco B: |>256 FICI MEDIO: 0,24
Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B 2 0,5 0,25 0,0005 (0,500

Cc 1 0,25 8 0,016 |0,266

D 0,5 0,125 32 0,063 (0,188

E 0,25 0,063 64 0,125 (0,188

F 0,12 0,03 64 0,125 |0,155

G 0,06 0,015 64 0,125 0,14

H
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TABELA 64. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM MEROPENEM

Organismo: |B. cepacia 1793 FICI (N): 5
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: | 12,97
Farmaco B: |Meropenem | MIC de Farmaco B: |4 FICI MEDIO: 2,59
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 8 2 2,5

D 0,5 0,25 8 2 2,25

E 0,25 0,125 16 4 4,125

F 0,12 0,06 8 2 2,06

G 0,06 0,03 8 2 2,03

H

TABELA 65. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM TOBRAMICINA

Organismo: |B. cepacia 1793 FICI (N): 4
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: (4,43
Farmaco B: :Zbramici- MIC de Farmaco B: |16 FICI MEDIO: 1,11
Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B

Cc

D 0,5 0,5 8 0,5 1

E 0,25 0,25 16 1 1,25

F 0,12 0,12 16 1 1,12

G 0,06 0,06 16 1 1,06

H
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TABELA 66. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM AMICACINA

Organismo: | B. cepacia 1793 FICI (N): 5
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: | 6,43
Farmaco B: | Amicacina |MIC de Farmaco B: |32 FICI MEDIO: 1,29
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 1 16 0,5 1,6

D 0,5 0,5 32 1 1,5

E 0,25 0,25 32 1 1,25

F 0,12 0,12 32 1 1,12

G 0,06 0,06 32 1 1,06

H

TABELA 67. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
CAO COM CIPROFLOXACINA

Organismo: |B. cepacia 1793 FICI (N): 4

Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: |7,93

Farmaco B: Cipro- MIC de Farmaco B: (0,5 FICI MEDIO: 1,98
floxacina

Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B

Cc

D 0,5 0,5 1 2 2,5

E 0,25 0,25 1 2 2,25

F 0,12 0,12 1 2 2,12

G 0,06 0,06 0,5 1 1,06

H
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TABELA 68. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM AZTREONAM

Organismo: |B. cepacia 1793 FICI (N): 4
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: |4,93
Farmaco B: |Aztreonam |MIC de Farmaco B: |128 FICI MEDIO: 1,23
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc

D 0,5 0,5 128 1 1,5

E 0,25 0,25 128 1 1,25

F 0,12 0,12 128 1 1,12

G 0,06 0,06 128 1 1,06

H

TABELA 69. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM COLISTINA

Organismo: B. cepacia 1793 FICI (N): 4
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |1 SOMA DE FICI: [1,32
Farmaco B: Colistina |MIC de Farmaco B: |>256 FICI MEDIO: 0,33
Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B

Cc

D 0,5 0,5 8 0,016 [0,516

E 0,25 0,25 64 0,125 (0,375

F 0,12 0,12 64 0,125 |0,245

G 0,06 0,06 128 0,125 (0,185

H
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TABELA 70. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM MEROPENEM

Organismo: |B. cenocepacia 548 FICI (N): 4
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: |4,44
Farmaco B: |Meropenem | MIC de Farmaco B: |4 FICI MEDIO: 1,11
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc

D 2 0,5 2 0,5 1

E 1 0,25 4 1 1,25

F 0,5 0,125 4 1 1,125

G 0,25 0,063 4 1 1,063

H

TABELA 71. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM TOBRAMICINA

Organismo: |B. cenocepacia 548 FICI (N): 4
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: | 2,69
Farmaco B: |Tobramicina MIC de Farmaco B: |32 FICI MEDIO: 0,67
Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B

Cc

D 2 0,5 8 0,25 0,75

E 1 0,25 16 0,5 0,75

F 0,5 0,125 16 0,5 0,625

G 0,25 0,063 16 0,5 0,563

H
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TABELA 72. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM AMICACINA

Organismo: B. cenocepacia 548 FICI (N): 4
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: |2,69
Farmaco B: Amicacina |MIC de Farmaco B: | 128 FICI MEDIO: 0,67
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc

D 2 0,5 32 0,25 0,75

E 1 0,25 64 0,5 0,75

F 0,5 0,125 64 0,5 0,625

G 0,25 0,063 64 0,5 0,563

H

TABELA 73. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
CAO COM CIPROFLOXACINA

Organismo: |B. cenocepacia 548 FICI (N): 4
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: 12,94
Farmaco B: |Ciprofloxacina | MIC de Farmaco B: |2 FICI MEDIO: 3,23
Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B

Cc

D 2 0,5 8 4 4,5

E 1 0,25 8 4 4,25

F 0,5 0,125 4 2 2,125

G 0,25 0,063 4 2 2,063

H
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TABELA 74. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM AZTREONAM

Organismo: B. cenocepacia 548 FICI (N): 4
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: (4,94
Farmaco B: Aztreonam |MIC de Farmaco B: |64 FICI MEDIO: 1,23
Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B

Cc

D 2 0,5 64 1 1,5

E 1 0,25 64 1 1,25

F 0,5 0,125 64 1 1,125

G 0,25 0,063 64 1 1,063

H

TABELA 75. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM COLISTINA

Organismo: B. cenocepacia 548 FICI (N): 4
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: |1,63
Farmaco B: Colistina |MIC de Farmaco B: [>256 |FICI MEDIO: 0,41
Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B

Cc

D 2 0,5 32 0,063 (0,563

E 1 0,25 64 0,125 (0,375

F 0,5 0,125 128 |0,25 (0,375

G 0,25 0,063 128 0,25 |0,313

H
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TABELA 76. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM MEROPENEM

Organismo: B. cenocepacia 813 FICI (N): 6
Farmaco A: BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: |6,48
Farmaco B: Meropenem |MIC de Farmaco B: |2 FICI MEDIO: 1,08
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B 2 0,5 1 0,5 1

Cc 1 0,25 2 1 1,25

D 0,5 0,125 2 1 1,125

E 0,25 0,063 2 1 1,063

F 0,12 0,03 2 1 1,03

G 0,06 0,015 2 1 1,015

H

TABELA 77. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM TOBRAMICINA

Organismo: |B. cenocepacia 813 FICI (N): 6
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: |5,48
Farmaco B: |Tobramicina |MIC de Farmaco B: | 256 FICI MEDIO: 0,91
Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B 2 0,5 128 0,5 1

Cc 1 0,25 128 0,5 0,75

D 0,5 0,125 128 0,5 0,625

E 0,25 0,063 256 1 1,063

F 0,12 0,03 256 1 1,03

G 0,06 0,015 256 1 1,015

H
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TABELA 78. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM AMICACINA

Organismo: |B. cenocepacia 813 FICI (N): 5
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: |4,97
Farmaco B: |Amicacina |MIC de Farmaco B: |>256 FICI MEDIO: 0,99
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI

A

B

Cc 1 0,5 256 0,5 1

D 0,5 0,25 256 0,5 0,75

E 0,25 0,125 >256 1 1,125

F 0,12 0,06 >256 1 1,06

G 0,06 0,03 >256 1 1,03

H

TABELA 79. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
CAO COM CIPROFLOXACINA

Organismo: |B. cenocepacia 813 FICI (N): 6
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |4 SOMA DE FICI: | 17,11
Farmaco B: |Ciprofloxacina | MIC de Farmaco B: |2 FICI MEDIO: 2,85
Linha MICA FICA MICB |FICB |FICI

A

B 2 0,5 0,25 (0,125 |0,625

Cc 1 0,25 8 4 4,25

D 0,5 0,125 8 4 4,125

E 0,25 0,063 8 4 4,063

F 0,12 0,03 4 2 2,03

G 0,06 0,015 4 2 2,015

H
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TABELA 80. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM AZTREONAM

Organismo: |B. cenocepacia 813 FICI (N): 5
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: | 5,97
Farmaco B: |Aztreonam MIC de Farmaco B: |32 FICI MEDIO: 1,19
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI
A

B

Cc 1 0,5 32 1 1,56
D 0,5 0,25 32 1 1,25
E 0,25 0,125 32 1 1,125
F 0,12 0,06 32 1 1,06
G 0,06 0,03 32 1 1,03
H

TABELA 81. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM COLISTINA

Organismo: |B. cenocepacia 813 FICI (N): 5
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: | 3,59
Farmaco B: |Colistina MIC de Farmaco B: |>256 FICI MEDIO: 0,72
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI
A

B

Cc 1 0,5 64 0,125 0,625
D 0,5 0,25 256 0,5 0,75
E 0,25 0,125 256 0,5 0,625
F 0,12 0,06 256 0,5 0,56
G 0,06 0,03 >256 1 1,03
H
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TABELA 82. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM MEROPENEM

Organismo: | B. multivorans 1795 FICI (N): 6
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: |7,97
Farmaco B: |Meropenem |MIC de Farmaco B: |4 FICI MEDIO: 1,33
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI
A

B 2 1 4 1 2

Cc 1 0,5 4 1 1,5
D 0,5 0,25 4 1 1,25
E 0,25 0,125 4 1 1,125
F 0,12 0,06 4 1 1,06
G 0,06 0,03 4 1 1,03
H

TABELA 83. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM TOBRAMICINA

Organismo: |B. multivorans 1795 FICI (N): 6
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: |7,97
Farmaco B: |Tobramicina MIC de Farmaco B: |>256 FICI MEDIO: 1,33
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI
A

B 2 1 >256 1 2

Cc 1 0,5 >256 1 1,5
D 0,5 0,25 >256 1 1,25
E 0,25 0,125 >256 1 1,125
F 0,12 0,06 >256 1 1,06
G 0,06 0,03 >256 1 1,03
H
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TABELA 84. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM AMICACINA

Organismo: |B. multivorans 1795 FICI (N): 6
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: |7,97
Farmaco B: |Amicacina |MIC de Farmaco B: |>256 FICI MEDIO: 1,33
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI
A

B 2 1 >256 1 2

Cc 1 0,5 >256 1 1,5
D 0,5 0,25 >256 1 1,25
E 0,25 0,125 >256 1 1,125
F 0,12 0,06 >256 1 1,06
G 0,06 0,03 >256 1 1,03
H

TABELA 85. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
CAO COM CIPROFLOXACINA

Organismo: |B. multivorans 1795 FICI (N): 5
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: | 5,97
Farmaco B: |Ciprofloxacina | MIC de Farmaco B: |32 FICI MEDIO: 1,19
Linha MICA FICA MICB |FICB FICI
A

B

Cc 1 0,5 32 1 1,5
D 0,5 0,25 32 1 1,25
E 0,25 0,125 32 1 1,125
F 0,12 0,06 32 1 1,06
G 0,06 0,03 32 1 1,03
H

Peticao 870210031377, de 06/04/2021, pag. 270/367



220/275

TABELA 86. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GCAO COM AZTREONAM

Organismo: | B. multivorans 1795 FICI (N): 5
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: 2 SOMA DE FICI: | 6,97
Farmaco B: |Aztreonam |MIC de Farmaco B: 16 FICI MEDIO: 1,39
Linha MICA FICA MIiCB FICB FICI
A

B

Cc 1 0,5 16 1 1,56
D 0,5 0,25 16 1 1,25
E 0,25 0,125 16 1 1,125
F 0,12 0,06 16 1 1,06
G 0,06 0,03 32 2 2,03
H

TABELA 87. MIC (uG/ML), FIC, FICI, PARA BISEDT EM COMBINA-
GAO COM COLISTINA

Organismo: |B. multivorans 1795 FICI (N): 6
Farmaco A: |BisEDT MIC de Farmaco A: |2 SOMA DE FICI: 7,97
Farmaco B: |Colistina |MIC de Farmaco B: |>256 FICI MEDIO: 1,33
Linha MICA FICA MICB FICB FICI
A

B 2 >256 1 2

Cc 1 0,5 >256 1 1,56
D 0,5 0,25 >256 1 1,25
E 0,25 0,125 >256 1 1,125
F 0,12 0,06 >256 1 1,06
G 0,06 0,03 >256 1 1,03
H
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EXEMPLO 11: ATIVIDADE IN VITRO DE BISMUTO-TIOIS E COM-
PARADORES CONTRA BACTERIAS E LEVEDURA GRAM-
POSITIVAS E NEGATIVAS RESISTENTES A FARMACO

[00606] Introducéo: A atividade in vitro de trés compostos de bismu-
to-tiol foi avaliada contra organismos atualmente identificados pelo
Centro de Controle de Doencas (CDC; 1) como ameacas resistentes a
farmaco principais nos Estados Unidos, incluindo patégenos ESKAPE
(2, 3), C. difficile, Candida spp. resistente a gonococos e resistente a
azol. A susceptibilidade de isolados de teste aos compostos de bismu-
to-tiol MB-1-B3, MB-2B, e MB-6 e comparadores relevantes foi avalia-
da de acordo com diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI; 4-8).

MATERIAIS E METODOS

[00607] Agentes de Teste e Comparadores: Os agentes de teste
foram armazenados a temperatura ambiente até serem ensaiados.

Todos os agentes de teste foram suspensos e diluidos em dimetilsul-
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foxido 100% (DMSO), e foram finalmente testados em uma concentra-
cao final de 0,06 a 64 pg/ml. Permitiu-se que as solugcdes de estoque
repousassem por pelo menos 1 h antes do uso para autoesterilizacao.
[00608] Os farmacos comparadores foram testados por uma faixa
de concentragao que abrange faixas de controle de qualidade estabe-
lecidas e pontos de interrupcdo. As informagdes sobre compostos
comparadores usados durante o teste sao descritas na Tabela 88
abaixo:

TABELA 88: COMPOSTOS COMPARADORES

Farmaco Fabricante N° de Lote Solvente Diluente
Levofloxacina |Sigma BCBC2112V NaOH 0,1 M Agua
Meropenem  |USP 10J244 Agua Agua
Ceftazidima |USP L1K237 Agua Agua
Gentamicina  |Sigma SLBM9736V Agua Agua
Vancomicina Agua Agua
Penicilina Sigma 071M0740V Agua Agua
Oxacilina Sigma BCBF5635V Agua Agua
Clindamicina |Sigma 021M1533V Agua Agua
Eritromicina Sigma 011M1510V Etanol 95% Agua
Ciprofloxacina |USP 1134335 Agua Agua
Metronidazol |Sigma 095K0693 DMSO Agua
Fidaxomicina |Merck SE-B13-01-001885 DMSO Agua
Fluconazol USP H1L308 DMSO DMSO
Anfotericina B | Sigma 063M4043V DMSO DMSO
Trimetoprim | Sigma 080M4044 Agua Agua
Sulfametoxazol | Fluka BCBC7096V Agua e _NaOH 2o M Agua
por gotejamento
Ceftriaxona USP J1L040 Agua Agua
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[00609] Organismos de Teste: Os organismos de teste consistiram
em cepas de referéncia do American Type Culture Collection (ATCC,;
Manassas, VA) ou isolados clinicos do repositorio MMX. O espectro de
organismos avaliados e suas informacdes fenotipicas correspondentes
sdo mostrados nas Tabelas 89 a 95. Os organismos de controle de
qualidade relevantes foram incluidos em cada dia de teste conforme
especificado por CLSI (4 a 8). Os isolados foram subcultivados em um
meio agar apropriado antes do teste.

[00610] Meio de Teste: O meio de teste foi preparado e armazena-
do de acordo com as diretrizes de CLSI (4, 6, 7). O teste de susceptibi-
lidade de microdiluicdo de caldo de bactérias aerdbicas foi realizado
com o uso de caldo Mueller-Hinton ajustado por cation (CAMHB; Bec-
ton Dickinson [BD], Sparks, MD; n° de lote 6117994) com a excegéo
de estreptococos em que CAMHB foi suplementado com sangue de
cavalo lisado 5% (v/v) (Cleveland Scientific, Bath, OH; n° de lote
322799). Neisseria gonorrhoeae foi avaliado por diluigdo de agar com
o0 uso de agar que consiste em base de meio GC (BD; n° de lote
4274618) suplementado com IsoVitaleX 1% (BD; n°® de lote 5246843).
[00611] A susceptibilidade de bactérias anaerdbicas foi determinada
por diluicdo de agar com o uso de agar de Brucella (BD/BBL; n° de lote
5237692) suplementado com hemina 5 ug/ml (Sigma, St. Louis, MO;
n° de lote 108K1088), Vitamina K1 1 ug/ml e sangue desfibrinado de
carneiro 5% (v/v) (Cleveland Scientific, Bath, OH; n° de lote 322799).
[00612] A susceptibilidade de isolados de levedura foi determinada
por microdiluicdo de caldo em meio de RPMI (HyClone Laboratories,
Logan, UT; n° de lote AZC184041B) tamponado com 0,165 M MOPS
(Calbiochem, Billerica, MA; n° de lote 2694962). O pH do meio foi ajus-
tado para 7,0 com NaOH 1 N, filtrado de modo esterilizado com o uso
de um filtro PES de 0,2 um, e armazenado a 4 °C até ser usado.
[00613] Teste de MIC de Microdiluicdo de Caldo (Bactérias Aerdbi-
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cas e Levedura): O método de ensaio de microdiluicdo de caldo em-
pregado para o teste de susceptibilidade de bactérias aerdbicas (ex-
cluindo N. gonorrhoeae que foi avaliada por diluicdo de agar) e levedu-
ra seguiram essencialmente os procedimentos descritos por CLSI (3,
4, 7, 8) e empregaram manipuladores de liquido automatizados para
conduzir diluicbes em série e transferéncias de liquido. Os manipula-
dores de liquido automatizados incluiram o Multidrop 384 (Labsys-
tems, Helsinki, Finlandia) e Biomek 2000 (Beckman Coulter, Fullerton
CA). Os pogos nas colunas 2 a 12 em placas de microdiluicdo de 96
pocos padrao (Costar 3795) foram carregados com 150 ul do diluente
correto. Estas se tornariam as ‘placas mae’ a partir das quais as pla-
cas ‘filha’ ou de teste seriam preparadas. Os farmacos (300 pyl em 40X
a concentragao superior desejavel nas placas de teste) foram dispen-
sadas no poco apropriado na Coluna 1 das placas mae. O Biomek
2000 foi usado para produzir diluicbes de duas vezes em série através
da Coluna 11 na "placa mae". Os pogos da Coluna 12 ndo continham
farmaco e serviram finalmente como os pocos de controle de prolifera-
¢cao de organismo.

[00614] As placas filhas foram carregadas com 185 pl por poco do
meio de teste apropriado com o uso do Multidrop 384. As placas filhas
foram preparadas com o uso do Biomek FX que transferiu 5 ul de so-
lucdo de farmaco de cada pog¢o de uma placa mée para 0 pogo cor-
respondente da placa filha correta em uma unica etapa.

[00615] Um in6culo padronizado de cada organismo foi preparado
por métodos de CLSI (3, 7). As colbnias isoladas de cada isolado de
teste foram coletadas da placa primaria e uma suspenséo foi prepara-
da para se igualar ao padrao de turbidez McFarland 0,5. As suspen-
sbes padronizadas foram, entdo, diluidas 1:100 em meio de teste
(1:100 para levedura, 1:20 para bactérias). Apos a diluicdo, as sus-

pensdes de indculo foram, entdo, transferidas para compartimentos de
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reservatorios estéreis divididos por comprimento (Beckman Coulter), e
o Biomek 2000 foi usado para inocular todas as placas. As placas fi-
Ihas foram colocadas na Biomek 2000 em orientacao invertida de mo-
do que as placas tenham sido inoculadas de concentragao de farmaco
baixa a alta.

[00616] O Biomek 2000 distribuiu 10 pl de in6éculo padronizado em
cada poco da placa filha apropriada para uma diluicdo 1:20 adicional.
Os pocgos das placas filhas continham finalmente 185 uyl dos meios
apropriados, 5 ul de solugcéo de farmaco, e 10 yl de indéculo que cor-
responderam a uma concentragao de inoculo final de 0,5 a 2,5 x 103
CFU/ml de levedura e aproximadamente 5 x 10° CFU/ml de bactérias
por poco de teste. A concentracao final de DMSO (se usada como um
solvente) no poco de teste foi 2,5%.

[00617] As placas foram empilhadas em 4, cobertas com uma tam-
pa na placa superior, colocadas em bolsas plasticas, e incubadas a 35
°C por aproximadamente 24 a 48 h para todos os isolados de levedura
e 16 a 24 h para bactérias aerdbicas. As placas foram visualizadas do
fundo com o uso de um visualizador de placa. Uma placa de controle
de solubilidade ndo inoculada foi observada para evidéncia de precipi-
tacdo de farmaco. Pontos finais de MIC para os agentes de teste e
compostos de controle foram lidos por critérios de CLSI (3, 7).

[00618]  Teste de MIC de Diluicdo de Agar (Bactérias Anaerdbicas e
Gonococos): valores de MIC para bactérias anaerdbicas foram deter-
minadas com o uso de um método de diluicdo de agar de referéncia
conforme descrito por CLSI (6). Os organismos foram cultivados a 35
°C na Camara Anaerébica Bactron Il (Shel Lab, Cornelius, OR) por
aproximadamente 48 h antes do ensaio. As dilui¢des de farmaco e as
placas de agar suplementadas por farmaco foram preparadas manu-
almente por CLSI (6). Permitiu-se que as placas repousassem a tem-

peratura ambiente por 1 h para permitir que a superficie de agar seque
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e seja pré-reduzida por aproximadamente 1 h na cdmara anaerdbia
antes da inoculacdo. Cada isolado foi suspenso ao equivalente de um
padrao McFarland 0,5 em caldo de Brucella com o uso de um medidor
de turbidez (Dade Behring MicroScan, West Sacramento, CA). Cada
suspensao de célula bacteriana foi, entdo, diluida 1:10 em caldo de
Brucella e transferida para pogos em um bloco replicador de ago inoxi-
davel que foi usado para inocular as placas de teste. As pontas no re-
plicador distribuem aproximadamente 1 a 2 yl de inéculo para uma su-
perficie de agar. As manchas de indculo resultantes continham apro-
ximadamente 1 x 10° CFU/mancha. Apds o inéculo secar, as placas
agar suplementadas com farmaco inoculado e nenhuma placa de proli-
feragao de farmaco foi incubada a 35 °C por 42 a 48 h na camara de
anaerdébios. A MIC foi lida por diretrizes de CLSI (6).

[00619] Os valores de MIC para N. gonorrhoeae foram determina-
dos com o uso do método de diluicao de agar de referéncia, conforme
descrito por CLSI (4). Este método seguiu 0 mesmo método de dilui-
cao de agar descrito acima para anaerébios com a excegao de que
placas de agar continham base média de GC suplementada com Iso-
VitaleX 1% e, apés a inoculagcao, as placas foram incubadas aerobi-
camente a 35 °C em CO2 5% por 20 a 24 h.

RESULTADOS E DISCUSSAO

[00620] A atividade dos agentes de teste de bismuto-tiol MB-1-B3,
MB-2B, e MB-6 e comparadores € mostrada abaixo para Enterobacte-
riaceae (Tabela 89), Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter bau-
mannii (Tabela 90), Staphylococcus aureus e Enterococcus spp. (Ta-
bela 91), estreptococos (Tabela 92), N. gonorrhoeae (Tabela 93), ana-
erobios (Tabela 94), e Candida spp. (Tabela 95). Através de todos os
organismos avaliados, os resultados de MIC para agentes comparado-
res estiveram dentro das faixas de QC de CLSI estabelecidas para os
isolados de QC de ATCC relevante (5, 8).
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[00621] Os Enterobacteriaceae avaliados (Tabela 1) consistiram no
isolado de QC de ATCC de Escherichia coli, E. coli ESBL positiva e
Klebsiella pneumoniae, K. pneumoniae KPC positiva, e E. coli NDM-1
positiva, K. pneumoniae, e Enterobacter cloacae. Excluindo o isolado
de QC de ATCC de E. coli que foi suscetivel, a atividade dos compa-
radores ilustra a natureza resistente ao farmaco destes isolados. Inde-
pendentemente do alto grau de resisténcia a farmaco, os agentes de
teste de bismuto-tiol avaliados tiveram atividade consistente através de
todos os isolados. MB-1-B3 (valores de MIC de 0,5 a 4 pg/ml) e MB-6
(valores de MIC de 0,5 a 2 ug/ml) tiveram atividade similar e esta ativi-
dade foi tipicamente 2 a 16 vezes inferior aquela observada com MB-
2B (valores de MIC de 2 a 32 ug/ml).

[00622] A P. aeruginosa avaliada e A. baumannii (Tabela 90) con-
sistiram no isolado de QC de ATCC de P. aeruginosa suscetivel, e va-
rios isolados com metalo-beta-lactamases ou multirresisténcia. Exclu-
indo o isolado de QC, a atividade de comparadores ilustra a natureza
resistente a farmaco destes isolados. Independentemente do alto grau
de resisténcia a farmaco, os agentes de teste de bismuto-tiol avaliados
tiveram atividade consistente através de todos os isolados. MB-1-B3 e
MB-6 (valores de MIC de 0,5 a 2 pg/ml) tiveram atividade similar e esta
atividade foi tipicamente 2 a 32 vezes inferior aquela observada com
MB-2B (valores de MIC de 2 a 16 pyg/ml).

[00623] Contra S. aureus e Enterococcus spp. (Tabela 91), todos os
3 compostos de teste de bismuto-tiol tiveram atividade potente inde-
pendentemente do fendtipo de resisténcia (MRSA para S. aureus e
VRE for E. faecalis e E. faecium). O MRSA avaliado foi grandemente
suscetivel a vancomicina e gentamicina, mas resistente aos compara-
dores restantes. Independentemente da resisténcia, MB-1-B3 e MB-6
tiveram valores de MIC de < 0,06 ug/ml contra MRSA e MB-2B tam-

bém teve valores de MIC de < 0,06 pg/ml com a excegao do isolado de
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QC e MRSA MMX 9203 (valores de MIC de 0,5 e 0,25 ug/ml, respecti-
vamente). Contra enterococos, houve pouca atividade observada com
os comparadores avaliados. Os agentes de teste de bismuto-tiol foram
ativos, embora valores de MIC levemente superiores para E. faecium
resistente a vancomicina em relacédo a E. faecalis resistente a vanco-
micina. Como com os isolados aerdbicos Gram-negativos, para ente-
rococos MB-1-B3 (valores de MIC de 0,25 a 2 ug/ml) e MB-6 (valores
de MIC de 0,25 a 1 pg/ml) tiveram atividade similar e esta atividade foi
tipicamente 4 a 8 vezes inferior aguela observada com MB-2B (valores
de MIC de 2 a 4 ug/ml).

[00624] Os estreptococos avaliados (Tabela 92) consistiram no iso-
lado de QC de S. pneumoniae suscetivel, pneumococos multirresisten-
tes, S. pyogenes resistente a macrolideo, e S. agalactiae resistente a
clindamicina. Independentemente do fendétipo de resisténcia a farma-
co, os agentes de teste de bismuto-tiol mantiveram a atividade contra
estreptococos. Dentre os 3 agentes de teste de bismuto-tiol, houve
uma tendéncia a valores de MIC levemente mais altos contra pneumo-
cocos em relag&o aos estreptococos beta-hemoliticos para MB- 1-B3 e
MB-6. Contra pneumococos, MB-1-B3 (valores de MIC de 0,5 a 1
pug/ml) e MB-6 (valores de MIC de 0,5 a 8 pg/ml) tiveram atividade si-
milar e esta atividade foi tipicamente 8 a 16 vezes inferior aquela ob-
servada com MB-2B (valores de MIC de 1 a 8 ug/ml). Contra estrepto-
cocos beta-hemoliticos, MB-1-B3 (valores de MIC de 0,03 a 1 ug/ml) e
MB-6 (valores de MIC de 0,03 a 2 pg/ml) tiveram atividade similar e
esta atividade foi tipicamente 4 a 16 vezes inferior aquela observada
com MB-2B (valores de MIC de 0,25 a 8 ug/ml).

[00625] Conforme mostrado na Tabela 93, os agentes de teste de
bismuto-tiol tiveram atividade potente contra o isolado de QC susceti-
vel de N. gonorrhoeae, os 3 isolados resistentes a ciprofloxacina, e o

Unico isolado nao suscetivel a ceftriaxona. Atividade similar foi obser-
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vada com MB-1-B3 (valores de MIC de 0,06 a 0,12 pg/ml) e MB-6 (va-
lores de MIC de 0,06 a 0,25 ug/ml) e esta atividade foi levemente su-
perior aquela observada para MB-2B (valores de MIC de 0,12 a 0,5
pg/ml).

[00626] Contra os anaerdbios avaliados (Tabela 94) que consisti-
ram nos isolados de QC Bacteroides fragilis e Clostridium difficile sus-
cetiveis e C. difficile com varios ribotipos clinicamente importantes in-
cluindo 027 (cepa hipervirulenta), MB-1-B3 (valores de MIC de 0,25 a
2 ug/ml) e MB-6 (valores de MIC de 1 a 4 pg/ml) tiveram atividade si-
milar e esta atividade foi tipica e levemente superior aquela observada
com MB-2B (valores de MIC de 2 a 16 ug/ml). A resisténcia a compa-
radores clindamicina, metronidazol e fidaxomicina pareceram néo ter
impacto da atividade dos agentes de teste de bismuto-tiol.

[00627] Finalmente, contra isolados resistentes a azol de Candida
spp. clinicamente prevalentes (Tabela 95) incluindo C. parapsilosis, C.
albicans, C. glabrata, e C. tropicalis, os agentes de teste de bismuto-
tiol foram ativos. Uma tendéncia em dire¢ao a valores de MIC superio-
res para os agentes de teste foi observada com C. albicans e C. tropi-
calis em relagéo a C. parapsilosis e C. glabrata. Todos os 3 agentes
de teste de bismuto-tiol tiveram atividade similar contra levedura, com
valores de MIC de 0,25 a 0,5 pg/ml a 24 h contra C. parapsilosis e C.
glabrata, 1 a 4 pg/ml contra C. albicans, e 1 a 16 ug/ml contra C. tropi-
calis.

[00628] Em suma, a atividade de espectro amplo dos agentes de
teste de bismuto-tiol avaliados neste estudo foi clara e a atividade ob-
servada contra isolados de QC suscetiveis foi mantida contra isolados
resistente a farmaco independentemente do organismo ou fendtipo de
resisténcia avaliado. Os agentes de teste de bismuto-tiol foram os
mais ativos contra MRSA, N. gonorrhoeae, e estreptococos beta-

hemoliticos com base em valores de MIC, mas também foram alta-
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mente ativos contra aerobios Gram-negativos, S. pneumoniae, C. diffi-
cile, e levedura. Em geral, agentes de teste MB-1-B3 e MB-6 tiveram
atividade similar por MIC e ambos foram mais potentes do que MB-2B,
com a excecao de levedura e, a um grau menor, N. gonorrhoeae em

que todos os 3 compostos tiveram perfis de atividade similar.
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tibility Testing; Vigésimo Sexto Suplemento Informativo. CLSI docu-
mento M100-S26. CLSI, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne,
Pensilvania 19087 EUA, 2016.

[00634] 6.) CLSI. Methods for Antimicrobial Susceptibility Testing of
Anaerobic Bacteria; Padrao Aprovado—Oitava Edi¢cdo. CLSI documen-
to M11-A8. CLSI, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pensil-
vania 19087-1898 EUA, 2012.

[00635] 7.) CLSI. Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Yeasts; Padrao Aprovado—Terceira Edigao.
CLSI documento M27-A3. CLSI, 940 West Valley Road, Suite 1400,
Wayne, Pensilvania 19087-1898 EUA, 2008.

[00636] 8.) CLSI. Reference Method for Broth Dilution Antifungal
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Susceptibility Testing of Yeasts; Quarto Suplemento Informativo. CLSI
documento M27-S4. CLSI, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne,
Pensilvania 19087-1898 EUA, 2012.

EXEMPLO 12: TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE DE TRES BISMUTO-
TIOIS CONTRA S. AUREUS INTERMEDIARIO DE VANCOMICINA E
BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS QUE PRODUZEM B-LACTAMASE
INTRODUCAO

[00637] A atividade in vitro de BisEDT e dois agentes investigativos
de bismuto-tiol adicionais (MB-2B e MB-6) foi determinada para isola-
dos de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aerugi-
nosa e Acinetobacter baumannii caracterizada por B-lactamases de
espectro estendido (ESBL) e/ou resisténcia a carbapenem. Além disto,
Staphylococcus aureus intermediario de vancomicina (VISA) foi avali-
ado. A maior parte dos isolados testados no estudo atual foram multir-
resistentes (MDR) conforme definido por resisténcia a pelo menos trés
classes de antibidtico diferentes. A susceptibilidade aos compostos
investigativos e comparadores relevantes foi determinada por microdi-
luicdo de caldo conduzida de acordo com diretrizes do Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI; 2,3).

MATERIAIS E METODOS

[00638] Compostos de Teste: Os agentes de teste BisEDT (MB-1-
B3; n° de lote ED268-1-11-01), MB-2B, e MB-6 foram armazenados a
temperatura ambiente, no escuro, até serem ensaiados. O solvente e 0
diluente para os agentes de teste foi DMSO (Sigma; St. Louis, MO; n°
de lote SHBB9319V) e a concentragcao de estoque preparada foi 6,464
Mg/ml (101X a concentracao de teste final).

[00639] Os farmacos comparadores foram fornecidos e mostrados

na Tabela 96 abaixo:
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TABELA 96: FARMACOS COMPARADORES

Agentes de Numero de Numero de|Solvente/ Di-
Fornecedor
Teste Catalogo Lote luente
ED268-1-11-
BiseDT Microbion - 01 DMSO/DMSO
MB-2B Microbion - TA-8-167-01 |DMSO/DMSO
MB-6 Microbion - 5-21-14 DMSO/DMSO
Amicacina Sigma A2324-5G 058K0803 H20/H20
Ceftazidima Sigma C3809-1G 076M4770V |H20/H20
Tampao Phos.
Clavulanato Sigma 33454-100MG |STBH5214
pH 6,0
Clindamicina |Sigma C5269-100MG |021M1533 |H20/H20
Daptomicina |Cubist - MCB2009 H20/H20
H20+NaOH/H
Levofloxacina |Sigma 28266-1G-F BCBF7004V o
2
Linezolida Selleck Chemicals |S1408 S140802 H20/H20
Meropenem USP 1392454 JOK434 H20/H20
Vancomicina |Sigma V2002-1G 080M1341V |H20/H20

[00640] Os compostos de teste foram avaliados em uma faixa de
concentragdo de 0,06 a 64 pg/ml. Para isolados de teste Gram-
negativos, amicacina e ceftazidima (sozinhos e com clavulanato em
uma concentragao fixa de 4 ug/ml) foram avaliadas por uma faixa de
concentragao de 0,06 a 64 ug/ml; meropenem e levofloxacina foram
avaliados por uma faixa de concentracéo de 0,008 a 8 ug/ml. Para o
teste de S. aureus, clindamicina, daptomicina, levofloxacina e vanco-
micina foram avaliadas em uma faixa de concentracdo de 0,008 a 8
Mg/ml; linezolida foi testada de 0,03 a 32 ug/ml.

[00641] Organismos: Os organismos de teste conforme mostrado

nas Tabelas 97 a 101 consistiram em isolados clinicos do repositério
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Micromyx (MMX) e cepas de referéncia do American Type Culture
Collection (ATCC; Manassas, VA), National Collection of Type Cultures
(NCTC; Public Health England, Salisbury, UK), da Network on Antimi-
crobial Resistance em Staphylococcus aureus (NARSA; BEIl Resour-
ces, Manassas, VA), e do Centro de Controle e Prevengao de Doen-
cas (CDC; Atlanta, GA). Os organismos de teste foram mantidos con-
gelados a -80 °C. Antes do teste, os isolados foram cultivados em Agar
de Soja Triptica com sangue de carneiro 5% (BAP; Becton Dickson
[BD]/BBL; Sparks, MD; n° de lotes 9080650 e 9108563) a 35 °C. Os
organismos de controle de qualidade (QC) de ATCC (Tabela 102) fo-
ram incluidos durante o teste de acordo com diretrizes de CLSI (3).
Detalhes adicionais sobre a caracterizagdo genética dos isolados,
quando disponivel, podem ser encontrados na Tabela 103.

[00642] Meio: caldo Mueller Hinton ajustado por cation (CAMHB,;
BD; n° de lote 8190586) foi usado como o meio para teste (2, 3). Para
testar daptomicina, calcio foi suplementado com Ca?* 25 mg/ml, resul-
tando em uma concentracgao final de Ca?* 50 mg/ml (2, 3).

[00643] Procedimento de Ensaio de MIC: valores de MIC foram de-
terminados com o uso de um procedimento de microdiluicdo de caldo
descrito por CLSI (2, 3). Manipuladores de liquidos automatizados
(Multidrop 384, Labsystems, Helsinki, Finlandia; Biomek 2000 e Bio-
mek FX, Beckman Coulter, Fullerton CA) foram usados para conduzir
diluicbes em série e transferéncias de liquido.

[00644] Para preparar as placas mae de farmaco, que forneceriam
as diluicbes de farmaco em série para as placas filhas replicadas, os
pocos das colunas 2 a 12 de placas de microdiluicdo de 96 pogos pa-
drao (Costar 3795) foram carregados com 150 pl do diluente apropria-
do para cada linha de farmaco. Os artigos de teste e compostos (300
Ml em 101X a concentragdo mais alta a ser testada) foram dispensados

nos pocos apropriados na coluna 1. O Biomek 2000 foi, entdo, usado
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para produzir diluicdes em série de 2 vezes nas placas mae da coluna
1 a coluna 11. Os pocgos da coluna 12 nao continham farmaco e servi-
ram como 0s poc¢os de controle de proliferacdo de organismo para o
ensaio.

[00645] As placas filhas foram carregadas com 190 pl por poco de
RPMI com o uso do Multidrop 384. Os painéis de teste foram prepara-
dos no instrumento Biomek FX que transferiu 2 yL de solucéo de far-
maco de cada pogo de uma placa mae para o pogo correspondente de
cada placa filha em uma etapa unica.

[00646] Um indéculo padronizado de cada organismo de teste foi
preparado por métodos de CLSI para se igualar a um padrdo McFar-
land 0,5, seguido por uma diluicdo de 1:20. As placas foram, entéo,
inoculadas com 10 pl do inéculo diluido com o uso do Biomek 2000 de
concentragdao de farmaco baixa a alta resultando em uma concentra-
cao final de aproximadamente 5 x 10° CFU/m.

[00647] As placas foram empilhadas em 3 a 4, cobertas com uma
tampa na placa superior, colocadas em sacolas plasticas, e incubadas
a 35 °C por 16 a 20 h (vancomicina foi lida por S. aureus apds 24 h de
tempo de incubacéo). A MIC foi registrada como a concentragdo mais
baixa de farmaco que inibiu proliferagao visivel do organismo.
RESULTADOS E DISCUSSAO

[00648] Conforme mostrado na Tabela 102, os resultados para Bi-
SEDT e comparadores estiveram dentro de faixas de QC estabelecidas
por CLSI contra os isolados de QC de ATCC relevantes, validando,
desse modo, o teste de susceptibilidade conduzido durante o estudo.
[00649] A atividade de BisEDT, MB-2B, e MB-6, contra os bacilos
Gram-negativos resistentes € mostrada pelas espécies nas Tabelas 97
a 100. BiseEDT manteve atividade potente com valores de MIC de 0,5 a
2 ug/ml através de isolados com a excecgao de um isolado de P. aeru-
ginosa (CDC 241) que teve uma MIC de 4 pg/ml (Tabela 99) e di-
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versos isolados de K. pneumoniae com valores de MIC de 4 a 8 ug/ml
(Tabela 98). A atividade de BisEDT nao foi impactada por producéo de
B-lactamase ou resisténcia a aminoglicosideos (MIC de amicacina = 64
Mg/ml), fluoroquinolonas (MIC de levofloxacina = 2, 4, e 8 = 64 para
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, e A. baumannii, respectivamente).
[00650] Em geral, MB-6 teve valores de MIC que foram idénticos ou
estiveram dentro de 2 vezes daqueles observados com BisEDT; em
que excegdes incluiram K. pneumoniae selecionados, em que valores
de MIC de MB-6 foram inferiores aqueles de BisEDT. A atividade de
BisEDT e MB-6 foi superior aquela de MB-2B, particularmente para P.
aeruginosa e A. baumannii. Os valores de MIC observados com Bi-
sEDT, MB-2B, e MB-6 contra bacilos Gram-negativos foram compara-
veis com aqueles observados em estudos anteriores (1, 4).

[00651] A atividade de BisEDT, MB-2B, e MB-6 contra VISA é mos-
trada na Tabela 101. BisEDT teve valores de MIC potentes de < 0,06 a
0,25 ug/ml contra estes isolados. Como com bacilos Gram-negativos,
a atividade de BisEDT foi comparavel com aquela observada com MB-
6 e foi superior aquela observada com MB-2B. Em destaque, dois dos
isolados VISA (NRS 13 e 27) de NARSA tiveram valores de MIC de
vancomicina de 2 ug/ml, o que indicou que, durante o teste neste es-
tudo, os mesmos foram testados como suscetiveis a vancomicina. Os
outros dois isolados com valores de MIC de vancomicina na faixa sus-
cetivel (NRS 2 e 24) sao VISA heterogéneo (hVISA) para o qual os
valores de MIC de vancomicina sdo conhecidos como variaveis. A re-
sisténcia a levofloxacina e clindamicina (valores de MIC = 4 ug/ml) foi
observada com todos os isolados, exceto por NRS 13 e n&do impactou
a atividade de BisEDT. Dois dos isolados também foram n&o susceti-
veis a daptomicina (NRS 13 e 22); todos foram suscetiveis a linezolida
(valores de MIC < 4 ug/ml). A atividade observada com BisEDT neste

estudo foi comparavel aquela observada anteriormente (1, 4).
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[00652] Em suma, BisEDT mostrou atividade potente contra bacilos
Gram-negativos resistentes a B-lactama geneticamente caracteriza-
dos, cuja maioria foi MDR, e isolados de referéncia de VISA. A ativida-
de de BisEDT nédo foi impactada pela resisténcia a [(B-lactamas ou
qualquer outra classe avaliada neste estudo. Finalmente, a atividade
de BisEDT e MB-6 foi comparavel contra as bactérias avaliadas e ex-
cedeu aquela observada com MB-2B.

TABELA 97. ATIVIDADE DE BISEDT, MB-2B, MB-6 E COMPARA-
DORES CONTRA ESCHERICHIA cOLI

Isolado MIC (pg/ml)

Tipo de B-

lactamase | gisept| M0 | [caz [N IMEM [Lvx | AMK

2B |6 CLAV

ATCC 35218  |ESBL 1 2 |1 |02 |<0,06/4 |<0,008|<0,008 1
MMX 5755 ESBL 1 4 |2 |>e4 |14 0,015 |8 16
MMX 5756 ESBL 1 2 |1 |>64 [054 |<0,008 |4 64
MMX 5758 ESBL 1 4 |1 |16 |0,25/4 |<0,0088 1
CDC 451 KPC 1 2 1 |64 [16/4 |1 >8 |4
MMX 5745 KPC 1 4 |2 |32 |1614 |2 8 0,5
CDC 114 ESBL/KPC |2 2 |2 |>64 |64 |2 4 1
ATCC  BAA-
47 NDM 1 2 |2 |>64 |>64/4 |[>8 [>8 |64
CDC 435 NDM 1 2 |1 |>64 [>64/4 |>8 |>8 |>64
CDC 503 ESBL/NDM | 1 2 |2 |>64 [>64/4 |8 >8  [>64
CDC 118 ESBL/NDM | 1 4 |1 |>e4 |>64/4 |0,06 |8 >64

ATCC = American Type Culture Collection, MMX = Micromyx, CDC =
Centro de Controle e Prevencao de Doencas,

ESBL = B-lactamase de espectro estendido, KPC = K. pneumoniae
carbapenemase, NDM = New Delhi metalo-B-lactamase,

CAZ = ceftazidima, CLAV = clavulanato, MEM = meropenem, LVX =

levofloxacina, AMK = amicacina
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TABELA 98. ATIVIDADE DE BISEDT, MB-2B, MB-6 E COMPARA-
DORES CONTRA KLEBSIELLA PNEUMONIAE

MIC (ug/ml)

Tipo de B-
Isolado Bi- |MB- CAZ/

lactamase MB-6 | CAZ MEM |LVX |AMK

seEDT |2B CLAV

MMX 9029 |ESBL 4 2 2 4 0,12/4 (0,015 (0,12 |0,5
CDC 112 KPC 2 4 2 >64 |(>64/4 |>8 4 16
ATCC BAA-

ESBL/KPC |2 4 1 >64 |(>64/4 |8 >8 16
1705
CDC 113 ESBL/KPC |8 32 1 >64 |(>64/4 |>8 4 16
CDC 115 ESBL/KPC |8 16 2 >64 |(>64/4 |>8 >8 0,5
CDC 120 ESBL/KPC |2 4 2 >64 |64/4 >8 >8 16
CDC 126 ESBL/KPC |8 32 2 4 8 4 0,015 |2
CDC 129 ESBL/KPC |2 4 4 >64 |(>64/4 |8 >8 32
CDC 135 ESBL/VIM 4 8 4 >64 |>64/4 |1 >8 16
CDC 138 ESBL/NDM |4 16 2 >64 (>64/4 |>8 >8 >64

ESBL/NDM/
CDC 158 2 4 2 >64 |(>64/4 |>8 4 2

OXA

ATCC = American Type Culture Collection, MMX = Micromyx, CDC =
Centro de Controle e Prevencao de Doencas,

ESBL = B-lactamase de espectro estendido, KPC = K. pneumoniae
carbapenemase, NDM = New Delhi metalo-B-lactamase,

VIM = metalo-B-lactamase, OXA = carbapenemases de classe D, CAZ
= ceftazidima, CLAV = clavulanato, MEM = meropenem,

LVX = levofloxacina, AMK = amicacina
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TABELA 99. ATIVIDADE DE BISEDT, MB-2B, MB-6 E COMPARA-
DORES CONTRA PSEUDOMONAS AERUGINOSA

MIC (ug/ml)
Isolado ;I'ipo de B- CAZ/
actamase |gisEDT |MB-2B |MB-6 |CAZ MEM |LVX |AMK
CLAV
CDC 356 |KPC 1 4 1 64 64/4 |>8 0,12 |2
CDC 439 |IMP 2 4 1 >64 |>64/4 |>8 8 >64
CDC 444 |VIM 1 4 1 32 3214 |>8 8 >64
CDC 457 |VIM 1 32 2 >64 |64/4 |>8 >8 2
CDC 231 |[KPC/OXA |2 16 2 >64 |>64/4 |>8 >8 8
CDC 230 |VIM/OXA |0,5 4 2 64 3214 |>8 8 >64
CDC 241 |IMP/OXA |4 32 8 >64 |>64/4 |>8 8 32
CDC 246 |[NDM/OXA |2 8 2 >64 |>64/4 |>8 >8 >64
CDC 250 |[NDM/OXA |2 8 2 >64 |>64/4 |>8 >8 >64
CDC 516 |KPC/AmpC |1 4 1 64 64/4 |>8 0,25 |2
CDC 518 |KPC/AmpC |1 4 1 32 3214 |>8 >8 16

CDC = Centro de Controle e Prevencédo de Doencas, KPC = K. pneu-
moniae carbapenemase, NDM = New Delhi metalo-B-lactamase,

IMP = metalo-B-lactamase, VIM = metalo-B-lactamase, OXA = carba-
penemases de classe D, AmpC = cefalosporinase de classe C,

CAZ = ceftazidima, CLAV = clavulanato, MEM = meropenem, LVX =
levofloxacina, AMK = amicacina

TABELA 100. ATIVIDADE DE BISEDT, MB-2B, MB-6 E COMPARA-
DORES CONTRA ACINETOBACTER BAUMANNII

MIC (pg/ml)
Isolado ;I'ipo de B- CAZ/
actamase |gjsEpDT |MB-2B |MB-6 |CAZ MEM |LVX |AMK
CLAV
NCTC 13304 |OXA 0,5 >16 0,5 |[>64 |>64/4 |>8 1 0,5
CDC 307 OXA 1 32 0,5 |64 64/4 |8 8 >64
CDC 311 OXA 1 32 0,5 |[>64 |>64/4 |>8 2 >64
CDC 312 OXA 1 32 0,5 |[>64 |>64/4 |4 2 1
CDC 273 ESBL/OXA |1 32 0,5 |64 64/4 |>8 >8 |>64
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Isolado Tipo de B-|MIC (ug/ml)

CDC 274 ESBL/OXA |1 32 0,5 >64 |>64/4 |>8 8 16
CDC 275 ESBL/OXA |0,5 32 0,5 >64 |>64/4 |>8 4 >64
CDC 277 ESBL/OXA |1 >16 1 >64 |>64/4 |>8 8 16
CDC 284 ESBL/OXA |1 >16 1 64 16/4 |>8 8 32
CDC 308 ESBL/OXA |1 32 0,5 64 64/4 |8 4 >64
CDC 313 ESBL/OXA |1 32 0,5 >64 |>64/4 |>8 2 4

NCTC = National Collection of Type Cultures, CDC = Centro de Con-
trole e Prevencédo de Doencas, ESBL = B-lactamase de espectro es-
tendido,

OXA = carbapenemases de classe D, CAZ = ceftazidima, CLAV = cla-
vulanato, MEM = meropenem, LVX = levofloxacina, AMK = amicacina
TABELA 101. ATIVIDADE DE BISEDT, MB-2B, MB-6 E COMPARA-
DORES CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS INTERMEDIARIO
DE VANCOMICINA

MIC (pg/ml)
Isolado

BiseDT |MB-2B |[MB-6 |VAN |DAP |CLI LVX LZD
NRS 1 (hVISA) |0,12 1 0,12 |4 1 >8 4 1
NRS 2 <0,06 0,5 <0,06 |0,5 0,25 |>8 4 4
NRS 3 0,25 2 0,25 |8 1 >8 >8 1
NRS 22 0,25 2 0,25 |4 2 >8 8 1
NRS 4 0,25 1 0,25 |4 0,5 >8 4 1
NRS 13 0,12 1 0,12 |2 2 0,06 0,12 2
NRS 18 0,25 1 0,25 |4 0,5 >8 4 1
NRS 24 (hVISA) |0,25 1 1 2 0,5 >8 >8 2
NRS 27 0,25 1 0,25 |2 0,25 |>8 8 2

NRS = Rede em Resisténcia Antimicrobiana em Staphylococcus au-
reus, MMX = Micromyx,

VISA = S. aureus intermediaria de vancomicina, hVISA = S. Aureus
intermediario de vancomicina heterogéneo, VAN = vancomicina, DAP

= daptomicina, CLI = clindamicina, LVX = levofloxacina, LZD = linezolida
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TABELA 103. DADOS DE CARACTERIZAGAO GENETICA DISPO-
NIiVEIS EM ISOLADOS DE TESTE

Organismo Isolado Informacgdes de Caracterizagcao Genética
ATCC 35218 |TEM-1
BAA-2471 NDM-1
CDC 435 NDM
CDC 451 KPC
MMX 5745 KPC, TEM, DFR
SHV, TEM, OXA-1, AAD, ANT, SUL1, SUL2,
MMX 5755
GYR
E. coli
MMX 5756 SHV, TEM, OXA-9, AAD, SUL2, GYR
MMX 5758 SHV, TEM, CTX-M-1, GYR
CDC 503 CTX-M-15, NDM-1, OXA-181
aadB, cmlA1, dfrA5, KPC-3, strA, strB, sul1,
CDC 114
sul2, TEM-1B
aac(3)-lla, catA1, CMY-6, dfrA29, NDM-1,
CDC 118 OmpF, OXA-2, rmtC,
strA, strB, sul1, TEM-1A
BAA-1705 KPC-2, TEM, SHV
MMX 9029 CTX-M1, SHV, TEM, AAC, SUL2
aac(6'), aph(3'), aph(4), catA1, cmlA1, dfrA12,
cDC 112 (6'), aph(3'), aph(4)
KPC-3, mph(A), ogxA, ogxA, ogxB, sul1, sul3
aac(6')-Ib, aph(3')-la, aph(4)-la, catA1, cmlA1,
K. pneumoniae | cpc 113 dfrA12, KPC-3, mph(A), OmpK35, OmpK36,
ogxA, ogxA, ogxB, SHV-11, sul1, sul3
aph(3")-la, aph(4)-la, catA1, cmlA1, dfrA12, KPC-
CDC 115 3, mph(A), OmpK35, ogxA, ogxA, ogxB, suli,
sul3, TEM-1A
CDC 120 aac(6')-33, aac(6')-Ilb, aadA2, aadB, aph(3')-la,
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Organismo Isolado Informagdes de Caracterizagcao Genética
dfrA12, KPC-2, mph(A), OmpK35, ogxA, ogxA,
ogxB, sul1, sul2, TEM-1D
aac(6')lb-cr, catB3, dfrA1, fosA, KPC-2,

CDC 126
OmpK36, ogxA, ogxA, OXA-1, sul1, TEM-1B
aac(6')-Ilb, aadA2, aph(3')-la, catA1, dfrA12,
CDC 129 KPC-3, mph(A), OmpK35, ogxA, ogxA, ogxB,
sul1, TEM-1A
aac(3)-lla, aac(6')-Ib, aph(3')-XV, catB2, dfrA14,
CDC 135 OmpK35, ogxA, ogxA, OXA-9, SHV-12, sul1,
TEM-1A, tet(D), VIM-1
aadA2, ARR-3, CTX-M-15, dfrA12, dfrA14,
mph(A), NDM-7,
CDC 138
ogxA, ogxA, SHV-11, strA, strB, sul1, sul2, TEM-
1B
aac(3)-lld, aac(6')lb-cr, CTX-M-15, dfrA14,
CDC 158 dfrA30, fosA, NDM-1, ogxA, ogxA, ogxB, OXA-1,
strA, strB, sul2, TEM-1B, tet(B)
CDC 439 IMP
CDC 444 VIM
CDC 457 VIM
CDC 356 KPC
aac(3)-Id, aadA2, cmlA1, dfrB5, OXA-4, OXA-50,
CDC 230
p ) PAO, tet(G), VIM-2
. aeruginosa
CDC 231 aac(6')-llc, KPC-5, OXA-2, OXA-50, PAO
aac(6')-llc, aadA7, catB7, IMP-1, OXA-101,
CDC 241 OXA-50, OXA-9,
PAO, sul1
aadB, NDM-1, OXA-10, OXA-50, PAO, rmtD2,
CDC 246

tet(G), VEB-1
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Organismo Isolado Informagdes de Caracterizagcao Genética
aadB, NDM-1, OXA-10, OXA-50, PAO, rmtD2,
CDC 250
tet(G), VEB-1
CDC 516 PDC-101; KPC-2
CDC 518 PDC-103; KPC-2
NCTC 13304 |OXA-27
aac(3)-lla, ADC-25, aph(3')-Ic, aph(3')-Vla, OXA-
CDC 273 23, OXA-66,
strA, strB, sul2
aac(3)-la, ADC-25, aph(3')-lc, OXA-66, OXA-72,
CDC 274
strA, strB, sul1, sul2, TEM-1D
ADC-25, aph(3')-Ic, armA, mph(E), msr(E), OXA-
CDC 275 23, OXA-66,
strA, strB, sul2, TEM-1D
aac(3)-lla, OXA-24, OXA-65, strA, strB, sul2,
CDC 277
TEM-1B
. aac(3)-lla, OXA-24, OXA-65, strA, strB, sul2,
A.baumannii CDC 284
TEM-1B
ADC-25, aph(3')-lc, armA, catB8, mph(E),
CDC 307 msr(E), OXA-23, OXA-
66, strA, strB, sul1, sul2
ADC-25, armA, catB8, mph(E), msr(E), OXA-71,
CDC 308
strA, strB, sul1, TEM-1D
ADC-25, aph(3')-lc, armA, catB8, mph(E),
CDC 311 msr(E), OXA-23, OXA-
82, strA, strB, sul1
CDC 312 aph(3")-lc, catA1, OXA-69, sul2, tet(B)
aac(3)-la, aph(3')-lc, catA1, OXA-23, OXA-69,
CDC 313

TEM-1D, tet(A)
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EXEMPLO 13: TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE DE TRES COM-
POSTOS DE TESTE CONTRA LEVEDURA (CANDIDA SPP.) E MO-
FO (ASPERGILLUS SPP.)

INTRODUCAO

[00657] A atividade in vitro de BisEDT e dois agentes investigativos
de bismuto-tiol adicionais (MB-2B e MB-6) foi determinada para Can-
dida spp. (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, e C. auris) e Aspergillus
spp. (A. niger, A. terreus, A. fumigatus e A. flavus). Comparadores in-
cluiram anfotericina B, fluconazol, voriconazol, caspofungina e mica-
fungina. A susceptibilidade foi determinada por microdiluicdo de caldo
conduzida de acordo com diretrizes do Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI; 2,3).

MATERIAL E METODOS

[00658] Compostos de Teste: Os agentes de teste BisEDT (MB-1-
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B3; n° de lote ED268-1-11-01), MB-2B, e MB-6 foram transportados e
armazenados a temperatura ambiente, no escuro, até serem ensaia-
dos. O solvente e o diluente para os agentes de teste foi DMSO (Sig-
ma; St. Louis, MO; n° de lote SHBB9319V) e a concentracao de esto-
que preparada foi 6,464 pug/ml (101X a concentragao de teste final pa-
ra levedura e fungos). Farmacos comparadores sao mostrados na Ta-
bela 104 abaixo:

TABELA 104: FARMACOS COMPARADORES

Farmaco Concentragido de Esto-
Fornecedor|N° de Lote |Solvente/Diluente

Comparador que de Trabalho (ug/ml)

Anfotericina B | Sigma 086M4012V |DMSO 6.464

Fluconazol USP H11308 DMSO 6.464

Caspofungina |Sigma 086M4750V | DMSO 808

Micafungina |Astellas 023070 DMSO 808

Voriconazol USP R0O32E0 DMSO 808

[00659] Os compostos de teste de Microbion, anfotericina B, e flu-
conazol foram avaliados por uma faixa de concentracéo de 0,06 a 64
pMg/ml para levedura e mofo. Caspofungina, micafungina, e voriconazol
foram testados de 0,008 a 8 pug/ml.

[00660] Organismos: Os organismos de teste consistiram em isola-
dos clinicos do repositério Micromyx (MMX) e cepas de referéncia do
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Os orga-
nismos de teste foram mantidos congelados a -80 °C. Antes do teste,
levedura foi subcultivada em Agar Dextrose Sabouraud (Becton, Dick-
son and Company; Sparks, MD; n°® de lote 9032625, 9074672) a 35 °C.
Os mofos foram obtidos de estoques fungicos numerados anteriormen-
te preparados em Micromyx e armazenados em uma solugao salina de
Tween 0,1%, a 4 °C, até o uso. C. krusei ATCC 6258, C. parapsilosis
ATCC 22019, A. fumigatus ATCC MYA-3626, e A. flavus ATCC

204304 foram incluidos com propdsitos de controle de qualidade (4, 5).
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[00661] Meio: O meio empregado para o teste dos isolados de le-
vedura e mofo foi RPMI 1640 de Hyclone Laboratories (Logan, UT; n°
de lote AC10257966A) tamponado com MOPS de EMD Millipore (Bur-
lington, MA; n° de lote 3173588) (2, 3).

[00662] Procedimentos de Ensaio de MIC: valores de MIC foram
determinados com o uso de um procedimento de microdiluicdo de cal-
do descrito por CLSI (2, 3). Manipuladores de liquidos automatizados
(Multidrop 384, Labsystems, Helsinki, Finlandia; Biomek 2000 e Bio-
mek FX, Beckman Coulter, Fullerton CA) foram usados para conduzir
diluicbes em série e transferéncias de liquido.

[00663] Para preparar as placas mae de farmaco, que forneceriam
as diluicbes de farmaco em série para as placas filhas replicadas, os
pocos das colunas 2 a 12 de placas de microdiluicdo de 96 pogos pa-
drao (Costar 3795) foram carregados com 150 pyl de DMSO para cada
linha de farmaco. Os artigos de teste e os compostos comparadores
(300 pyl em 101X a concentragédo mais alta a ser testada) foram dis-
pensados nos pogos apropriados na coluna 1. O Biomek 2000 foi, en-
tdo, usado para produzir diluigdes em série de 2 vezes nas placas mae
da coluna 1 até a coluna 11. Os pogos da coluna 12 ndo continham
farmaco e serviram como os pogos de controle de proliferacdo de or-
ganismo para o ensaio.

[00664] As placas filhas foram carregadas com 190 pl por poco de
RPMI com o uso do Multidrop 384. As placas filhas foram preparadas
no instrumento Biomek FX que transferiu 2 yl de solugao de farmaco
de cada pogo de uma placa mae para o pogo correspondente de cada
placa filha em uma unica etapa.

[00665] Um in6culo padronizado de cada organismo foi preparado
por métodos de CLSI (2, 3). Para a levedura, as colénias foram coleta-
das da placa de estrias e uma suspensao foi preparada em solucao

salina para se igualar a um padrao McFarland 0,5. Esta suspenséo foi
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diluida 1:100 em RPMI resultando em uma concentracao final de apro-
ximadamente 0,5 a 2,5 x 10° CFU/ml no ensaio. Para os mofos, com
base na contagem de esporo determinada (CFU/ml) de uma suspen-
sdo de esporo de cada isolado de Aspergillus spp., a suspensao foi
diluida em RPMI de modo que uma concentragao final de aproxima-
damente 0,2 — 2,5 x 10* CFU/ml fosse alcangada no ensaio. O inéculo
para cada organismo foi dispensado em reservatorios esterilizados di-
vididos por comprimento (Beckman Coulter), e o Biomek 2000 foi usa-
do para inocular as placas. As placas filhas foram colocadas na super-
ficie de trabalho Biomek 2000 invertidas de modo que a inoculagao
tenha ocorrido de concentracdo de farmaco baixa a alta. O Biomek
2000 distribuiu 10 pl de indéculo padronizado em cada pogo. DMSO es-
teve presente em uma concentracgao final de 1% nos pocgos de teste.
[00666] As placas foram empilhadas em quatro, cobertas com uma
tampa na placa superior, colocada em bolsas de plastico, e incubadas
a 35 °C. Os isolados de Candida spp. e Aspergillus foram lidos apos
uma incubacgao de 24 h e novamente em 48 h.

[00667] As microplacas foram visualizadas do fundo com o uso de
um visualizador de placa. Para cada placa méae, uma placa de controle
de solubilidade nao inoculada foi observada para evidéncia de precipi-
tacao de farmaco. Para levedura, a MIC, foi relatada como a concen-
tracdo mais baixa de farmaco que inibiu completamente a proliferacéo
visivel do organismo para artigos de teste de Microbion, anfotericina B,
e voriconazol; a concentracdo mais baixa que mostrou 50% de inibicao
em relacédo ao controle de proliferacao foi relatada como a MIC: para
todos os artigos de teste de Microbion, micafungina, caspofungina e
fluconazol. Para mofos, valores de MIC foram relatados como a con-
centragcdo mais baixa na qual a proliferagao visivel foi inibida, e con-
centragdes eficazes minimas (MECs) foram relatadas para caspofun-

gina, micafungina e os agentes de teste de Microbion como a concen-
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tragcdo mais baixa em que a proliferagao deslocou para uma forma hifal
pequena, redonda, compacta no fundo do pogo em comparagédo com a
proliferacao hifal vista ao longo do meio no pogo de controle de prolife-
racdo. MECs foram apenas relatadas quando observadas.
RESULTADOS E DISCUSSAO

[00668] Conforme mostrado na Tabela 110, os resultados para Bi-
SEDT e comparadores estiveram dentro de faixas de QC estabelecidas
por CLSI contra os isolados de QC de ATCC relevantes com a exce-
cao de anfotericina B em 48 h contra C. krusei ATCC 6258. Neste ca-
so, anfotericina B esteve dentro da faixa QC em 24 h para 0 mesmo
isolado e esteve dentro da faixa de QC em 48 h para C. parapsilosis
ATCC 22019, A. flavus ATCC 204304, e A. fumigatus MYA-3626. Es-
tes resultados validam o teste de susceptibilidade conduzido durante o
estudo.

[00669] A atividade de BiseEDT, MB-2B, e MB-6, contra levedura é
mostrada por espécie nas Tabelas 105 a 108. BisEDT manteve ativi-
dade potente com 50% de inibigdo (valores de MIC2) observada de
0,25 a 1 ug/ml através de espécies e 100% de inibigdo (valores de
MICo) observada de 0,5 a 2 pg/ml para todas as espécies, exceto C.
albicans, em que valores de MICo foram 1 a 8 ug/ml. A atividade de
BisEDT nao foi impactada por resisténcia a equinocandina ou agentes
antifangicos de azol e foi notavelmente mantida contra C. auris para o
qual a multirresisténcia e a resisténcia a azol é particularmente um
problema (6). A atividade de MB-2B e MB-6 foi similar aquela de Bi-
sEDT, com valores de MIC idénticos ou dentro de 2 vezes aqueles de
BisEDT. Os valores de MIC observados com BiseDT, MB-2B, e MB-6
contra levedura foram comparaveis com aqueles observados em um
estudo anterior (1).

[00670] A atividade de BiseEDT, MB-2B, e MB-6 contra Aspergillus

spp. € mostrada na Tabela 109. Em geral, BisEDT resultou em inibigao
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completa em 24 h com valores de MICo de 2 a 8 pg/ml para a maioria
dos isolados. Entretanto, nenhuma inibicdo completa foi observada
com A. flavus MMX 7935 (MICo de >64 pg/ml), e uma MICo de 0,5
Mg/ml foi observada contra A. terreus MMX 8229. Apo6s 48 h de incu-
bacao, a inibicdo completa por BisEDT foi menos comumente obser-
vado através dos isolados testados, mas em casos e que os valores
de MICo ndo foram evidentes, os valores de MEC foram evidentes e
estes valores foram tipicamente consistentes com os valores de MICq
relatados em 24 h. Como com levedura, a atividade de BisEDT foi
comparavel com aquela observada com MB-2B e MB-6. A atividade
observada entre os comparadores contra o Aspergillus spp. foi tipica-
mente mais potente do que BiseEDT, MB-2B, e MB-6 com a excegéao de
fluconazol que, conforme esperado, foi inativo.

[00671] Em suma, BisEDT mostrou atividade potente tanto contra
Candida spp., incluindo o C. auris notoriamente dificil de tratar, e As-
pergillus spp. A atividade de BisEDT contra levedura nao foi impactada
por resisténcia a azol ou equinocandina. Finalmente, a atividade de
BisEDT, MB-2B, e MB-6 foi comparavel contra a levedura e mofo ava-

liados.
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TABELA 110. ATIVIDADE DE BIS-EDT, MB-2B, MB-6 E COMPARA-
DORES CONTRA ORGANISMOS DE QC DE ATCC RELEVANTES

Organismo |Agente de Teste Faixa de QC Faixa de QC MIC 24 h |MIC 48 h
24 h 48 h

BisEDT 0,5a4 - 0,5° -
MB-2B - - 22 -
MB-6 - - 0,52 -

E. coli Anfotericina B - - >64 -

ATCC 25922 | Flyconazol - - >64 -
Voriconazol - - >64 -
Caspofungina - - >64 -
Micafungina - - >64 -
BisEDT 0,12a1 - 0,5 -
MB-2B - - 12 -
MB-6 - - 1a -

S. aureus Anfotericina B - - >64 -

ATCC 29213 | Flyconazol - - >64 -
Voriconazol - - >64 -
Caspofungina - - >64 -
Micafungina - - >64 -
BisEDT - - 0,5/1° 1/2°
MB-2B - - 1/2° 1/2°
MB-6 - - 1/2° 1/4>

C. parapsilo-| \¢otericina B 02522 05a4 0,5 0,5

sis ATCC

22019 Fluconazol 0,5a4 1a4 1 2
Voriconazol 0,015a0,12 |0,03a0,25 |0,12 0,12
Caspofungina 0,25a1 0,5a4 0,25 0,5
Micafungina 0,5a2 0,5a4 0,5 2

C. krusei|BisEDT - - 0,5/1° 1/2°
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Faixa de QC |Faixa de QC
Organismo |Agente de Teste MIC 24 h [MIC 48 h
24 h 48 h
ATCC 6258 |MB-2B - - 1/2b 1/4b
MB-6 - - 0,5/1b 1/4b
Anfotericina B 0,5a2 1a4 0,5 0,5
Fluconazol 8abd 16 a 128 16 32
Voriconazol 0,06 a0,5 0,12a1 0,12 0,5
Caspofungina 0,12a1 0,25a2 0,25 0,25
Micafungina 0,12a0,5 0,12a0,5 0,5 0,5
BisEDT - - 4 8¢
MB-2B - - 4 8¢
MB-6 - - 4 4°
Anfotericina B - 0,5a4 0,5 1
A. flavus
ATCC Fluconazol - - >64 >64
204304 Voriconazol - 0,5a4 0,12 2
0,12 0,06
Caspofungina - -
(MEC) (MEC)
. . 0,06 0,008
Micafungina - -
(MEC) (MEC)
BisEDT - - 4 8
MB-2B - - 4 8
MB-6 - - 2 4
Anfotericina B - 0,5a4 0,5 1
A. fumigatus
ATCC  MYA- Fluconazol - - >64 >64
3626 Voriconazol - 0,25a1 0,25 0,5
0,06 0,06
Caspofungina - -
(MEC) (MEC)
0,03 0,008
Micafungina - -
(MEC) (MEC)
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EXEMPLO 14: ESTUDOS NAS CONDIGOES DE PROCESSAMEN-
TO EM DISTRIBUIGAO DE TAMANHO DE PARTICULA DE BISEDT
[00678] Foi observado que o controle cuidadoso da temperatura de
reacao e a taxa de adicao de 1,2-etanoditiol teve impacto pronunciado

na distribuicdo de tamanho de particula de BisEDT. As sinteses repre-
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sentativas sdo mostradas abaixo para BisEDT sintetizado a 20 °C com
uma adicao de 1,25 horas de 1,2-etano por meio de bomba de seringa
e BisEDt sintetizado a 15 °C com uma adi¢ao de 1 hora de 1,2-etano
por meio de bomba de seringa. A Tabela 111 abaixo mostra que as
condigbes de temperatura tém uma funcgéo critica na distribuicdo de
tamanho de particula, com temperaturas de processamento na faixa
de 20 a 30 °C que fornecem distribuicdo de tamanho de particula de
BisEDT que é tanto pequeno quanto uniforme em tamanho de particu-
la (como um D90 abaixo de 2 microns).

[00679] Sintese representativa de BisEDT a 20 °C com adigao
de 1,25 horas de tiol por meio de bomba de seringa, e tecido de
polipropileno para filtragao A sintese de BisEDT foi realizada em
escala de 10 g. Um reator revestido de 1 | foi carregado com agua
USP (480 ml, 48 vol), seguido por HNO3 70% (34 ml, 3,4 vol). Uma
solugao de subnitrato de bismuto (10 g, 6,84 mmols) em agua (43 ml,
4,3 vol) e HNO3 70% (14 ml, 1,4 vol) foi adicionada a 20 °C. A mistura
de reacao foi resfriada a 15 °C para adicao de etanol 95%. O etanol
95% (180 ml, 18 vol) foi, entdo, lentamente adicionado. (A adicdo de
etanol é exotérmica, a temperatura alcangou 22 °C). A temperatura foi,
entdo, ajustada de volta para 20 °C. Isto foi seguido por adicéo por go-
tejamento de 1,2-etanoditiol (4,3 ml, 7,5 mmols em etanol 95% em 94
ml, 9,4 vol) por um periodo de 1,25 horas com a temperatura de lote a
20 °C durante o qual o mesmo se tornou uma suspensado amarela. A
reacao foi agitada a 20 °C de um dia para o outro. A mistura de reacéo
foi filtrada através de tecido de polipropileno e lavada com etanol 95%
(45 ml, 4,5 vol). O bolo umido foi carregado novamente para o reator e
convertido em pasta fluida em etanol 95% (380 ml, 38 vol) por duas
horas a 20 °C. A suspensao foi, entéo, filtrada (mesmo tecido) e lavada
com etanol 95% (30 ml, 3 vol). O bolo umido foi novamente convertido
em pasta fluida em EtOH 95% (170 ml, 17 vol) a 20 °C, filtrado (mes-
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mo pano), e lavado com etanol 95% (30 ml, 3 vol). O bolo umido foi,
entdo, convertido em pasta fluida em acetona (170 ml, 17 vol) a 20 °C
de um dia para o outro, seguido por filtragdo (mesmo tecido) e lava-
gem de acetona (20 ml, 2 vol). O tratamento com acetona (170 ml, 17
vol) foi repetido nos solidos e agitado por 2 horas. A suspensao foi fil-
trada (mesmo tecido) e lavada com acetona (30 ml, 3 vol) e secada a
45 °C e secada a 45 °C (18 horas) para fornecer sélido amarelo cana-
rio (10,81 g, 91,0%).

[00680] Sintese representativa de BiseEDT a 15 °C com 1 hora de
adicao de tiol por meio de bomba de seringa, e tecido de polipro-
pileno para filtragdo: A sintese de BisEDT foi realizada em uma es-
cala de 10 g, o perfil de temperatura foi estudado com registrador de
dados. Etano ditiol foi adicionado a 15 °C por 1 hora por meio de bom-
ba de seringa e a filtracao foi realizada com o uso de tecido de filtro de
PP. Um reator revestido de 1 | foi carregado com agua USP (480 ml,
48 vol) e resfriado a 15 °C, seguido por HNO3 70% (34 ml, 3,4 vol).
Uma solugéo de subnitrato de bismuto (10 g, 6,84 mmols) em agua (43
ml, 4,3 vol) e HNO3 70% (14 ml, 1,4 vol) foi adicionada na mesma
temperatura. O etanol 95% (180 ml, 18 vol) foi, entdo, lentamente adi-
cionado. (A adicdo de etanol é exotérmica, a temperatura alcancgou
22,5 °C). Permitiu-se, entdo, que o mesmo se resfriasse a 15 °C. Isto
foi seguido por adicdo por gotejamento de 1,2-etanoditiol (4,3 ml, 7,5
mmols em etanol 95% em 94 ml, 9,4 vol) por uma hora com a tempe-
ratura de lote a 15 °C. Permitiu-se que a reacao fosse agitada a 15 °C
de um dia para o outro. A mistura de reacao foi filtrada através de teci-
do de polipropileno e lavada com etanol 95% (45 ml, 4,5 vol). O bolo
umido foi carregado novamente para o reator e convertido em pasta
fluida em etanol 95% (380 ml, 38 vol) por duas horas a 20 °C. A sus-
penséao foi, entéo, filtrada (mesmo tecido) e lavada com etanol 95%

(30 ml, 3 vol). O bolo umido foi novamente convertido em pasta fluida
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em EtOH 95% (170 ml, 17 vol) a 20 °C, filtrado (mesmo pano), e lava-

do com etanol 95% (30 ml, 3 vol). O bolo umido foi, entdo, convertido

em pasta fluida em acetona (170 ml, 17 vol) a 20 °C de um dia para o

outro, seguido por filtragdo (mesmo tecido) e lavagem de acetona (20

ml, 2 vol). O tratamento com acetona (170 ml, 17 vol) foi repetido nos

soélidos e agitado por 2 horas. A suspensao foi filtrada (mesmo tecido)

e lavada com acetona (30 ml, 3 vol) e secada a 45 °C (18 horas) para

fornecer solido amarelo canario (10,43 g, 87,8%).
TABELA 111: DISTRIBUIGAO DE TAMANHO DE PARTICULA DE

AMOSTRAS DE BISEDT

Amostra

D(10) ym

D(50) ym

D(90) um

D[4,3] ym

Condigoes

1

0,80

24

5,9

29

Condicoes de Sintese de Dalton

2

0,58

1,7

3,9

2,0

Condicoes de Sintese de Dalton

0,59

1,9

4,5

2,3

30 °C, 5 h de adicdo de 1,2-
etanoditiol por meio de funil de

adicao

0,44

1,48

3,1

1,7

30 °C, 4 horas de adigéo de 1,2-
etanoditiol por meio de bomba

de seringa

0,33

0,72

1,6

0,86

20 °C, 1 h de adicao de 1,2-
etanoditiol por meio de funil de

adicao

0,34

0,87

1,8

0,98

20 °C, 4 h de adicao de 1,2-
etanoditiol por meio de funil de

adicao

0,39

1,3

1,6

1,4

20 °C, 1 hora de adicdo de 1,2-
etanoditiol por meio de bomba
de seringa. Amostra convertida
em pasta fluda em EtOH. Fil-

tragcao de tecido

0,36

1,0

1,8

1,0

20 °C, 1 hora de adicdo de 1,2-
etanoditiol por meio de bomba

de seringa. Amostra convertida
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Amostra

D(10) pm

D(50) ym

D(90) um

D[4,3] ym

Condigoes

em pasta fluida em MeOH. Fil-

tracdo de tecido

0,67

1,0

1,9

1.1

20 °C, 1 hora de adicdo de 1,2-
etanoditiol por meio de bomba
de seringa. Amostra convertida
em pasta fluida em MeOH Abs..

Filtracdo de tecido

10

0,36

0,88

1,7

0,97

20 °C, 1 hora de adicdo de 1,2-
etanoditiol por meio de bomba
de seringa. Amostra convertida
em pasta fluida em IPA. Filtra-

¢ao de tecido

11

0,38

1,2

24

1,4

15 °C, 1,5 hora de adicdo de
1,2-etanoditiol por meio de
bomba de seringa. Filtracdo de

tecido

12

0,37

1,2

24

1,3

20 °C, 1,25 horas de adicéo de
1,2-etano por meio de bomba

de seringa

13

0,36

0,98

21

1,2

10 °C, 1 h de adicdo de 1,2-
etanoditiol por meio de bomba

de seringa

14

0,36

1,0

21

1,2

10 °C, 1 hora de adigéo de 1,2-
etanoditiol por meio de bomba

de seringa. Filtracdo de tecido

15

0,32

0,72

1,6

0,86

10 °C, 4 horas de adicao de 1,2-
etanoditiol por meio de bomba

de seringa. Filtracdo de tecido.

INCORPORAGAO POR REFERENCIA

[00681]

Todas as publicagdes e patentes mencionadas no presente

documento sado incorporadas ao presente documento a titulo de refe-

réncia, como se cada publicacao individual ou patente fosse especifica

e individualmente indicada para ser incorporada a titulo de referéncia.
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No caso de conflito, o presente pedido, incluindo quaisquer defini¢gdes
no presente documento, prevalecera.

EQUIVALENTES

[00682] Embora modalidades especificas da presente invencao te-
nham sido discutidas, o relatorio descritivo acima € ilustrativo e néo
restritivo. Muitas variagdes da invencdo se tornardo evidentes para
aqueles versados na técnica mediante revisao deste relatorio descriti-
Vo e as reivindicagdes abaixo. O escopo completo da invengao deve
ser determinado a titulo de referéncia as reivindicagdes, juntamente
com seu escopo completo de equivalentes, e o relatorio descritivo, jun-

tamente com tais variacdes.
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REIVINDICAGOES

1. Método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade de sin-
tomas de fibrose cistica (CF) e infecgdes em um individuo, caracteri-
zado pelo fato de que compreende administrar ao individuo uma com-
posicao de bismuto-tiol (BT) que compreende pelo menos um compos-
to de BT

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o individuo tem pelo menos uma infec¢gao pulmonar.

3. Método, de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado
pelo fato de que o individuo tem pelo menos duas infec¢gdes pulmona-
res e as infecgdes sdo ou simultdneas ou estdo em ordem sucessiva.

4. Método, de acordo com a reivindicacao 2 ou 3, caracteri-
zado pelo fato de que a infecgdo pulmonar € em um pulméao.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
2 a 4, caracterizado pelo fato de que a infecgdo pulmonar ocorre em
ambos os pulmades.

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
2 a 5, caracterizado pelo fato de que a infecgdo pulmonar ocorre em
um ou mais dentre os trés I6bulos do pulmao direito.

7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
2 a 6, caracterizado pelo fato de que a infecgdo pulmonar é em um ou
ambos os |6bulos do pulm&o esquerdo.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
2 a 7, caracterizado pelo fato de que a infecgdo pulmonar é infecgao
por bronquiectasia, pneumonia, febre do vale, aspergilose broncopul-
monar alérgica (ABPA), pneumonia associada a ventilagdo mecanica,
pneumonia adquirida em hospital, pneumonia adquirida na comunida-
de, traqueobronquite associada a ventilagdo mecanica, infeccdo do
trato respiratorio inferior, Mycobacteria nao tuberculosa, antraz, legio-

nelose, coqueluche, bronquite, bronquiolite, infeccdo associada a
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DPOC e pés-transplante pulmonar.

9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes
2 a 8, caracterizado pelo fato de que a infecgao pulmonar contém um
ou mais patdgenos bacterianos e/ou fungicos.

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 2 a 9, caracterizado pelo fato de que a infecgdo pulmonar € uma
infeccdo pulmonar relacionada a CF.

11. Método, de acordo com a reivindicacao 10, caracteriza-
do pelo fato de que compreende o tratamento da infec¢cédo pulmonar
relacionada a CF.

12. Método, de acordo com a reivindicacédo 10, caracteriza-
do pelo fato de que compreende gerir a infecgdo pulmonar relacionada
a CF.

13. Método, de acordo com a reivindicacédo 10, caracteriza-
do pelo fato de que compreende atenuar a gravidade da infecgéo pul-
monar relacionada a CF.

14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 2 a 13, caracterizado pelo fato de que a infecgdo pulmonar esta
localizada na mucosa pulmonar, nos brénquios, nos alvéolos, nos ma-
crofagos e/ou nos bronquiolos, ou sobre os mesmos.

15. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 2 a 13, caracterizado pelo fato de que a infecgao pulmonar esta
localizada na superficie de ou dentro de um biofilme bacteriano, bacté-
rias agregadas, um biofilme fungico, um biofilme multiespécies ou mul-
tiflo combinado composto por ambos bactérias e fungos, ou fungos
agregados.

16. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 2 a 13, caracterizado pelo fato de que a infecgao pulmonar esta
localizada no esputo.

17. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
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cbes 9 a 16, caracterizado pelo fato de que o patégeno bacteriano
compreende uma ou mais bactérias gram-positivas e/ou bactérias
gram-negativas.

18. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cdes 9 a 17, caracterizado pelo fato de que o patégeno bacteriano
compreende um ou mais dentre um biofilme bacteriano e/ou bactérias
plancténicas.

19. Método, de acordo com a reivindicacao 18, caracteriza-
do pelo fato de que compreende pelo menos um dentre: (i) reduzir o
biofilme bacteriano, (ii) impedir o crescimento do biofilme bacteriano,
(i) prevenir a formagao inicial do biofilme bacteriano, e/ou (iv) prevenir
a reforma do biofilme bacteriano.

20. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 9 a 16, caracterizado pelo fato de que o patégeno fungico com-
preende fungos plancténicos e/ou fungos de biofilme.

21. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 9 a 20, caracterizado pelo fato de que a composigédo de BT trata,
gere ou atenua a gravidade da infecgdo pulmonar por meio de um ou
ambos 0s seguintes:

- prevenir a infeccdo por patégeno bacteriano ou patégeno
fungico; e

- reduzir o patégeno bacteriano ou fungico; e/ou

- reduzir a viscosidade do esputo.

22. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 9 a 20, caracterizado pelo fato de que a composi¢ao de BT trata,
gere ou atenua a gravidade da infeccdo pulmonar por um ou mais den-
tre:

- prevenir a elaboragao ou secrecao de exotoxinas contra
patdgeno bacteriano ou fungico;

- inibir a viabilidade celular ou crescimento celular de célu-
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las planctdnicas do patégeno bacteriano ou fungico;

- inibir a formacao de biofilme pelo patégeno bacteriano ou
fungico;

- inibir a invasividade do biofilme em tecidos pulmonares;

- inibir a patogenicidade de biofilme em tecidos pulmonares;

- inibir a viabilidade de biofilme ou crescimento de biofilme
de células de formacéao de biofilme do patdégeno bacteriano ou fungico.

23. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 9 a 22, caracterizado pelo fato de que um ou mais patdégenos sao
selecionados dentre Haemophilus influenzae, Pseudomonas aerugino-
sa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus warneri Staphylococcus
lugdunensis, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus milleri/angi-
nous, Streptococcus pyogenes, Mycobacterium néo tuberculosis, Myco-
bacterium tuberculosis, Burkholderia spp., Achromobacter xylosoxi-
dans, Pandoraea sputorum, Stenotrophomonas maltophilia, Alcalige-
nes xylosoxidans, Haemophilus pittmaniae, Serratia marcescens, Can-
dida albicans, Candida albicans resistente a farmacos ,Candida glabra-
ta, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida auris, Candida tro-
picalis, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Morganella morganii, Inquilinus limosus, Ralstonia
mannitolilytica, Pandoraea apista, Pandoraea pnomenusa, Pandoraea
sputorum, Bdellovibrio bacteriovorus, Bordetella bronchiseptica, Vam-
pirovibrio chlorellavorus, Acrinobacter baumanni, Cupriadidus mettali-
durans, Cupriavidus pauculus, Cupriavidus respiraculi, Delftia acidivor-
dans, Exophilia dermatitidis, Herbaspirillum frisingense, Herbaspirillum
seropedicae, Klebsiella pneumoniae, Pandoraea norimbergensis, Pan-
doraea pulmonicola, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas pseu-
doalcaligenes, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri, Ralstonia

insidiosa, Ralstonia pickettii, Neisseria gonorrhoeae, E. coli NDM-1 po-
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sitiva, Enterobacter cloaca, E. faecium resistente a vancomicina, E.
faecalis resistente a vancomicina, E. faecium, E. faecalis, S. agalactiae
resistente a clindamicina, S. agalactiae, Bacteroides fragilis, Clostri-
dium difficile, Streptococcus pneumonia, Moraxella catarrhalis, Hae-
mophilus haemolyticus, Haemophilus parainfluenzae, Chlamydophilia
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Atopobium, Sphingomonas,
Saccharibacteria, Leptotrichia, Capnocytophaga, Oribacterium, Aqua-
bacterium, Lachnoanaerobaculum, Campylobacter, Acinetobacter,
Agrobacterium; Bordetella; Brevundimonas; Chryseobacterium; Delftia;
Enterobacter; Klebsiella; Pandoraea; Pseudomonas; Ralstonia e Pre-
votella.

24. Método, de acordo com a reivindicagao 23, caracteriza-
do pelo fato de que a micobactéria ndo tuberculosa é selecionada den-
tre Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae,
Mycobacterium kansasii, complexo Mycobacterium avium, Mycobacte-
rium marinum, Mycobacterium terrae e Mycobacterium cheloni.

25. Método, de acordo com a reivindicagao 23, caracteriza-
do pelo fato de que Burkholderia spp. é selecionada dentre Burkholde-
ria cepacia, complexo Burkholderia cepacia, Burkholderia multivorans,
Burkholderia cenocepacia, Burkholderia stablilis, Burkholderia vietna-
miensis, Burkholderia dolosa, Burkholderia ambifaria, Burkholderia an-
thina, Burkholderia pyrrocinia, Burkholderia gladioli, Burkholderia ubo-
nensis, Burkholderia arboris, Burkholderia latens, Burkholderia Ia-
ta,Burkholderia metallica, Burkholderia seminalis, Burkholderia conta-
minans e Burkholderia diffusa.

26. Método, de acordo com a reivindicagao 23, caracteriza-
do pelo fato de que um ou mais patégenos sao selecionados dentre
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa resistente a um

unico farmaco, Pseudomonas aeruginosa multirresistente a farmaco,
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Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a um unico
farmaco, Staphylococcus aureus multirresistente a farmacos, Sta-
phylococcus aureus resistente a meticilina, Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium avium, Haemophilus influenzae, Burkholderia cepacia,
Burkholderia multivorans, Burkholderia cenocepacia, Burkholderia do-
losa, Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia,
Staphylococcus epidermidis e Burkholderia vietnamiensis.

27. Método, de acordo com a reivindicagcéo 23, caracteriza-
do pelo fato de que um ou mais patdégenos sao selecionados dentre
Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus.

28. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 18, 19 e 22, caracterizado pelo fato de que um ou mais patoége-
nos sao selecionados dentre biofiimes de Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cenocepacia, complexo de Burkholderia cepacia, Myco-
bacterium abscessus, Mycobacterium avium, Achromobacter spp.,
Staphylococcus epidermidis, Stenotrophomonas maltophilia e Sta-
phylococcus aureus.

29. Método, de acordo com a reivindicagao 27, caracteriza-
do pelo fato de que Pseudomonas aeruginosa elou Staphylococcus
aureus sao multirresistentes a farmaco.

30. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 9 a 29, caracterizado pelo fato de que um ou mais patégenos
exibem resisténcia ou sao refratarios a um antibiético selecionado den-
tre amicacina, aztreonam, meticilina, vancomicina, nafcilina, gentami-
cina, ampicilina, cloranfenicol, doxiciclina, colistina, delamanid, preto-
manida, clofazimina, bedaquilina e tobramicina.

31. Método, de acordo com a reivindicagao 30, caracteriza-
do pelo fato de que o antibiético € amicacina ou tobramicina.

32. Método, de acordo com a reivindicagao 30, caracteriza-
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do pelo fato de que o patdogeno bacteriano € Staphylococcus aureus
resistente a meticilina.

33. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 1 a 32, caracterizado pelo fato de que compreende adicionalmen-
te coadministrar ao individuo um antibidtico selecionado dentre amica-
cina, tobramicina, gentamicina, piperacilina, mezlocilina, ticarcilina,
imipenem, ciprofloxacina, ceftazidima, aztreonam, ticarcilina-clavulato,
dicloxacilina, amoxicilina, trimetoprim-sulfametoxazol, cefalexina, pipe-
racilina-tazobactam, linezolida, daptomicina, vancomicina, metroni-
dazol, clindamicina, colistina, tetraciclina, levofloxacina, amoxicilina e
acido clavulanico (Augmentin®),cloxacilina, dicloxacilina, cefdinir,
cefprozil, cefaclor, cefuroxima, eritromicina/sulfisoxazol, eritromicina,
claritromicina, azitromicina, doxiciclina, minociclina, tigeciclina, imipe-
nem, meropenem, colistimetato/colistina®, meticilina, oxacilina, nafcili-
na, carbenicilina, azlocilina, piperacilina e tazobactam (Zosyn®),
cefepima, etambutol, rifampicina e meropenem.

34. Método, de acordo com a reivindicagao 33, caracteriza-
do pelo fato de que o antibidtico é selecionado dentre meropenem, cef-
tazidima, tobramicina, amicacina, aztreonam, ciprofloxacina, colistina e
levofloxacina.

35. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 9 a 22, caracterizado pelo fato de que fungo patogénico é Candi-
da albicans, Candida albicans resistente a farmaco, Candida glabrata,
Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida auris, Candida tropi-
calis, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus e/ou
Aspergillus flavus.

36. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 35, caracterizado pelo fato de que compreende administrar a
composicao de BT por meio de inalagao, por via oral ou nasal, com o

uso de um dispositivo de aerossol.
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37. Método, de acordo com a reivindicacédo 36, caracteriza-
do pelo fato de que o dispositivo de aerossol € um nebulizador.

38. Método, de acordo com a reivindicacédo 36 ou 37, carac-
terizado pelo fato de que a composicdo de BT esta na forma de uma
solugdo aquosa, suspensao aquosa ou pd seco.

39. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 1 a 38, caracterizado pelo fato de que a composicao de BT é
administrada por via tépica ao tecido pulmonar.

40. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 1 a 39, caracterizado pelo fato de que

a composicao de BT é administrada com uma dosagem de
aproximadamente 0,25 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de apro-
ximadamente 0,4 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproxima-
damente 0,6 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproximadamen-
te 0,6 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 5
mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 10 mg/ml
a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 25 mg/ml a
aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 50 mg/ml a apro-
ximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 0,8 mg/ml a aproxima-
damente 15 mg/ml, de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente
10 mg/ml, de 2,5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproxima-
damente 4 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproximadamente
5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproximadamente 6 mg/ml
a aproximadamente 10 mg/ml, 0,6 mg/ml a aproximadamente 6 mg/ml,
de aproximadamente 4 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de apro-
ximadamente 6 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproximada-
mente 50 ug/ml a aproximadamente 750 pg/ml, de aproximadamente
75 ug/ml a aproximadamente 500 ug/ml, de aproximadamente 100
Mg/ml a aproximadamente 250 ug/ml, de aproximadamente 100 pg/ml

a aproximadamente 150 ug/ml ou de aproximadamente 75 ug/ml a
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aproximadamente 150 pug/ml; e/ou

a quantidade total da composicdo de BT administrada aos
pulmdes € de aproximadamente 0,25 mg a aproximadamente 15 mg,
de aproximadamente 0,4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproxima-
damente 0,6 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 0,8
mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 1 mg a aproxi-
madamente 10 mg, de 2,5 mg a aproximadamente 10 mg, de aproxi-
madamente 4 mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 5
mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 6 mg a aproxi-
madamente 10 mg, 0,6 mg a aproximadamente 6 mg, de aproximada-
mente 4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 6 mg a
aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 50 ug a aproximada-
mente 750 pg, de aproximadamente 75 ug a aproximadamente 500
Mg, de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 250 ug, de apro-
ximadamente 100 pg a aproximadamente 150 pg ou de aproximada-
mente 75 ug a aproximadamente 150 ug.

41. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 1 a 40, caracterizado pelo fato de que a composigao de BT é
administrada como uma dosagem de aproximadamente 0,6 mg/ml a
aproximadamente 6 mg/ml.

42. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 1 a 41, caracterizado pelo fato de que a composi¢ao de BT é
administrada trés vezes ao dia, duas vezes ao dia, uma vez ao dia, a
cada dois dias, uma vez a cada trés dias, uma vez por semana, uma
vez a cada duas semanas, uma vez por més ou uma vez a cada dois
meses.

43. Método, de acordo com a reivindicacéo 42, caracteriza-
do pelo fato de que a composicdo de BT é administrada uma vez por
semana.

44. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
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cdes 1 a 43, caracterizado pelo fato de que um ou mais dentre os se-
guintes sintomas de fibrose cistica tém a gravidade atenuada no indi-
viduo: tosse, respiracao ofegante, falta de ar, bronquiectasia, polipos
nasais, hemoptise, insuficiéncia respiratéria e exacerbagédo pulmonar.

45. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 1 a 44, caracterizado pelo fato de que a composicao de bismuto-
tiol compreende uma pluralidade de microparticulas que compreendem
um composto de bismuto-tiol (BT), em que substancialmente todas as
ditas microparticulas tém um diametro volumétrico médio de aproxi-
madamente 0,4 um a aproximadamente 5 um, e em que 0 composto
de BT compreende bismuto ou um sal de bismuto e um composto que
contém tiol.

46. Método, de acordo com a reivindicacéo 45, caracteriza-
do pelo fato de que pelo menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90% ou
95% das microparticulas tém um didmetro volumétrico médio de apro-
ximadamente 0,4 um a aproximadamente 3 um, ou de aproximada-
mente 0,5 um a aproximadamente 2 um, ou de aproximadamente 0,7
um a aproximadamente 2 um, ou de aproximadamente 0,8 um a apro-
ximadamente 1,8 um, ou de aproximadamente 0,8 um a aproximada-
mente 1,6 um, ou de aproximadamente 0,9 um a aproximadamente 1,4
um, ou de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 2,0 um, ou
de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 1,8 um.

47. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 45 e 46, caracterizado pelo fato de que o sal de bismuto € nitrato
de bismuto, subnitrato de bismuto ou cloreto de bismuto.

48. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 45 e 46, caracterizado pelo fato de que o composto que contém
tiol compreende um ou mais agentes selecionados dentre 1,2-etano
ditiol, 2,3-dimercaptopropanol, piritiona, ditioeritritol, 3,4 dimercaptoto-

lueno, 2,3-butanoditiol, 1,3-propanoditiol, 2-hidroxipropanotiol, 1-
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mercapto-2-propanol, ditioeritritol, ditiotreitol, cisteamina e acido alfa-
lipoico.

49. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 45 a 48, caracterizado pelo fato de que a composi¢cédo de BT
compreende um ou mais compostos de BT selecionados dentre Bis-
BAL, BiseEDT, Bis-dimercaprol, BisDTT, Bis-2-mercaptoetanol, Bis-
DTE, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, Bis-PDT, Bis-Pyr/Bal, Bis-
Pyr/BDT, BisPyr/EDT, Bis-Pyr/PDT, Bis-Pyr/Tol, Bis-Pyr/Ery, bismuto-
1-mercapto-2-propanol, BisEDT/CSTMN (1:1), BisPYR/CSTMN (1:1),
BisBAL/CSTMN (1:1), BisTOL/CSTMN (1:1) e Bis-EDT/2-hidroxi-1-
propanotiol.

50. Método, de acordo com a reivindicagao 49, caracteriza-
do pelo fato de que o composto de BT é selecionado dentre um ou
mais de Bis-EDT, Bis-Bal, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT ou Bis-
EDT / 2- hidréxi-1-propano tiol.

51. Método, de acordo com a reivindicagao 50, caracteriza-
do pelo fato de que o composto de BT é BisEDT.

52. Método, de acordo com a reivindicagao 50, caracteriza-
do pelo fato de que o composto de BT é BisBDT ou BisBAL.

53. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 1 a 52, caracterizado pelo fato de que a quantidade total da com-
posicdo de BT administrada a regido profunda do pulmao é de aproxi-
madamente 0,25 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente
0,4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 0,6 mg a
aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 0,8 mg a aproximada-
mente 15 mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10 mg,
de 2,5 mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 4 mg a
aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 5 mg a aproximada-
mente 10 mg, de aproximadamente 6 mg a aproximadamente 10 mg,

0,6 mg a aproximadamente 6 mg, de aproximadamente 4 mg a apro-
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ximadamente 15 mg, de aproximadamente 6 mg a aproximadamente
15 mg, de aproximadamente 50 ug a aproximadamente 750 pg, de
aproximadamente 75 pg a aproximadamente 500 ug, de aproximada-
mente 100 ug a aproximadamente 250 ug, de aproximadamente 100
Mg a aproximadamente 150 ug, ou de aproximadamente 75 ug a apro-
ximadamente 150 ug.

54. Método, de acordo com a reivindicacédo 53, caracteriza-
do pelo fato de que a regido profunda do pulmao sao os alvéolos pul-
monares profundos.

55. Aerossol caracterizado pelo fato de que compreende
uma pluralidade de goticulas liquidas dispersas em um gas, sendo que
as referidas goticulas liquidas compreendem uma composi¢cao de BT
que compreende pelo menos um composto de BT suspenso na mes-
ma, em que o composto de BT compreende bismuto e/ou um sal de
bismuto e um composto que contém tiol; e

em que pelo menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90% ou
95% das goticulas liquidas tém um didmetro aerodindmico mediano de
massa (MMAD) de aproximadamente 0,4 um a aproximadamente 5
um.

56. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 55, caracteri-
zado pelo fato de que as goticulas liquidas tém um MMAD de aproxi-
madamente 0,4 um a aproximadamente 7 um, ou de aproximadamente
0,5 um a aproximadamente 5 um, ou de aproximadamente 0,7 um a
aproximadamente 4 um, ou de aproximadamente 0,7 um a aproxima-
damente 3,5 um, ou de aproximadamente 0,8 um a aproximadamente
3,5 um, ou de aproximadamente 0,9 um a aproximadamente 3,5 um,
ou de aproximadamente 0,9 um a aproximadamente 3 um, ou de apro-
ximadamente 0,8 um a aproximadamente 1,8 um, ou de aproximada-
mente 0,8 um a aproximadamente 1,6 um, ou de aproximadamente 0,9

um a aproximadamente 1,4 um, ou de aproximadamente 1,0 um a
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aproximadamente 2,0 um, ou de aproximadamente 1,0 um a aproxi-
madamente 1,8 um.

57. Aerossol, de acordo com a reivindicagao 56, caracteri-
zado pelo fato de que as goticulas liquidas tém um MMAD de aproxi-
madamente 0,8 um a aproximadamente 1,6 um, ou de aproximada-
mente 0,9 um a aproximadamente 3,5 um, ou de aproximadamente 0,9
um a aproximadamente 3 um, ou de aproximadamente 0,9 um a apro-
ximadamente 1,4 um, ou de aproximadamente 1,0 um a aproximada-
mente 2,0 um, ou de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 1,8
um.

58. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 55 a 57, caracterizado pelo fato de que a pluralidade de goticulas
liquidas tem um D90 inferior a aproximadamente 5 um.

59. Aerossol, de acordo com a reivindicagao 58, caracteri-
zado pelo fato de que a pluralidade de goticulas liquidas tem um D90
inferior a aproximadamente 3 ym.

60. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 55 a 59, caracterizado pelo fato de que a pluralidade de goticulas
liquidas é dispersa em uma fase de gas continua.

61. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 55 a 60, caracterizado pelo fato de que o composto de BT com-
preende bismuto e/ou um sal de bismuto associado de maneira cova-
lente e/ou em um complexo de coordenagdao com um ou mais compos-
tos que contém tiol.

62. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 55 a 61, caracterizado pelo fato de que o sal de bismuto € nitrato
de bismuto, subnitrato de bismuto ou cloreto de bismuto.

63. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 55 a 62, caracterizado pelo fato de que o composto que contém

tiol compreende um ou mais agentes selecionados dentre 1,2-etano
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ditiol, 2,3-dimercaptopropanol, piritiona, ditioeritritol, 3,4 dimercaptoto-
lueno, 2,3- butanoditiol, 1,3-propanoditiol, 2-hidroxipropanotiol, 1-
mercapto-2-propanol, ditioeritritol, ditiotreitol, cisteamina e acido alfa-
lipoico.

64. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 55 a 63, caracterizado pelo fato de que a composi¢cdo de BT
compreende um ou mais compostos de BT selecionados dentre Bis-
BAL, BiseEDT, Bis-dimercaprol, BisDTT, Bis-2-mercaptoetanol, Bis-
DTE, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, Bis-PDT, Bis-Pyr/Bal, Bis-
Pyr/BDT, BisPyr/EDT, Bis-Pyr/PDT, Bis-Pyr/Tol, Bis-Pyr/Ery, bismuto-
1-mercapto-2-propanol, BisEDT/CSTMN (1:1), BisPYR/CSTMN (1:1),
BisBAL/CSTMN (1:1), BisTOL/CSTMN (1:1) e Bis-EDT/2-hidroxi-1-
propanotiol.

65. Aerossol, de acordo com a reivindicagao 64, caracteri-
zado pelo fato de que o composto de BT é selecionado dentre um ou
mais de Bis-EDT, Bis-Bal, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT ou Bis-
EDT/2-hidroxi-1-propanotiol.

66. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 65, caracteri-
zado pelo fato de que o composto de BT é BisEDT.

67. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 55, caracteri-
zado pelo fato de que o didmetro aerodinAmico mediano de massa
(MMAD) é determinado pelo tempo de voo do laser e/ou do impactador
em cascata.

68. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 55 a 67, caracterizado pelo fato de que o composto de BT esta
suspenso na goticula de liquido.

69. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 68, caracteri-
zado pelo fato de que o composto de BT é BisEDT.

70. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-

codes 55 a 69, caracterizado pelo fato de que as goticulas compreen-
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dem adicionalmente Tween 80 (por exemplo, de aproximadamente
0,05% a aproximadamente 1%) e opcionalmente

um tampao (por exemplo, fosfato de sédio ou citrato de so-
dio) a um pH de aproximadamente 7,4; e/ou

cloreto de saodio.

71. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 55 a 70, caracterizado pelo fato de que, caso depositados na re-
gido profunda do pulm&o, os compostos de BT tém uma meia-vida
média de pelo menos 2 dias.

72. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 71, caracteri-
zado pelo fato de que, caso depositados na regido profunda do pul-
mao, os compostos de BT tém uma meia-vida média de pelo menos 4
dias.

73. Método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade dos
sintomas de fibrose cistica (CF) e infecgées em um individuo, caracte-
rizado pelo fato de que compreende administrar ao individuo uma
composicdao de bismuto-tiol (BT) que compreende pelo menos um
composto de BT, em que a composicdo € uma suspensao de micro-
particulas que tém um didmetro volumétrico médio (VMD) de aproxi-
madamente 0,4 ym a aproximadamente 5 ym e/ou um didmetro aero-
dindmico mediano de massa (MMAD) de aproximadamente 0,4 um a
aproximadamente 5 ym.

74. Método, de acordo com a reivindicagao 73, caracteriza-
do pelo fato de que o composto de BT é BisEDT.

75. Método, de acordo com a reivindicagao 74, caracteriza-
do pelo fato de que a composi¢cao de BT compreende BisEDT a uma
concentragao superior a aproximadamente 0,1 mg/ml, Tween 80® a
aproximadamente 0,05% a aproximadamente 1,0%, cloreto de sédio a
aproximadamente 0,05 a 40 mM e, opcionalmente, fosfato de sédio a

aproximadamente 2 a 20 mM a aproximadamente pH 7 ,4.
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76. Método, de acordo com a reivindicacéo 75, caracteriza-
do pelo fato de que a composicao de BT compreende BisEDT a uma
concentracao superior a aproximadamente 0,25 mg/ml, Tween 80®
aproximadamente 0,5%, cloreto de sodio a aproximadamente 10 mM e
fosfato de sodio a aproximadamente 10 mM a aproximadamente pH
74.

77. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 73 a 76, caracterizado pelo fato de que quando a composigao de
BT é submetida a aerossolizagdo, em que as goticulas liquidas sub-
metidas a aerossolizagdo tém um MMAD de aproximadamente 0,4 um
a aproximadamente 5 um.

78. Método, de acordo com a reivindicagao 77, caracteriza-
do pelo fato de que pelo menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90% ou
95% das goticulas liquidas tém um MMAD de aproximadamente 0,4
um a aproximadamente 7 um, ou de aproximadamente 0,5 um a apro-
ximadamente 5 um, ou de aproximadamente 0,7 um a aproximada-
mente 4 um, ou de aproximadamente 0,7 um a aproximadamente 3,5
um, ou de aproximadamente 0,8 um a aproximadamente 3,5 um, ou
de aproximadamente 0,9 um a aproximadamente 3,5 um, ou de apro-
ximadamente 0,9 um a aproximadamente 3 um, ou de aproximada-
mente 0,8 um a aproximadamente 1,8 um, ou de aproximadamente 0,8
um a aproximadamente 1,6 um, ou de aproximadamente 0,9 um a
aproximadamente 1,4 um, ou de aproximadamente 1,0 um a aproxi-
madamente 2,0 um, ou de aproximadamente 1,0 um a aproximada-
mente 1,8 um.

79. Método, de acordo com a reivindicagao 78, caracteriza-

do pelo fato de que as goticulas liquidas tém um MMAD de aproxima-
damente 0,8 um a aproximadamente 1,6 um, ou de aproximadamente

0,9 um a aproximadamente 3,5 um, ou de aproximadamente 0,9 um a
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aproximadamente 3 um, ou de aproximadamente 0,9 um a aproxima-
damente 1,4 um, ou de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente
2,0 um, ou de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 1,8 um.

80. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 77 a 79, caracterizado pelo fato de que a pluralidade de goticulas
liquidas tem um D90 inferior a aproximadamente 3 um.

81. Método, de acordo com a reivindicacédo 80, caracteriza-
do pelo fato de que a pluralidade de goticulas liquidas tem um D90 in-
ferior a aproximadamente 2 um.

82. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 77 a 81, caracterizado pelo fato de que a pluralidade de goticulas
liquidas é dispersa em uma fase gasosa continua.

83. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 77 a 82, caracterizado pelo fato de que o composto de BT com-
preende bismuto e/ou um sal de bismuto associado de maneira cova-
lente e/ou em um complexo de coordenagdo com um Oou mais compos-
tos que contém tiol.

84. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 77 a 83, caracterizado pelo fato de que o sal de bismuto é nitrato
de bismuto, subnitrato de bismuto ou cloreto de bismuto.

85. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 77 a 84, caracterizado pelo fato de que o composto que contém
tiol compreende um ou mais agentes selecionados dentre 1,2-etano
ditiol, 2,3-dimercaptopropanol, piritiona, ditioeritritol, 3,4 dimercaptoto-
lueno, 2,3- butanoditiol, 1,3-propanoditiol, 2-hidroxipropanotiol, 1-
mercapto-2-propanol, ditioeritritol, ditiotreitol, cisteamina e acido alfa-
lipoico.

86. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 77 a 85, caracterizado pelo fato de que a composicdo de BT

compreende um ou mais compostos de BT selecionados dentre Bis-
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BAL, BiseEDT, Bis-dimercaprol, BisDTT, Bis-2-mercaptoetanol, Bis-
DTE, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, Bis-PDT, Bis-Pyr/Bal, Bis-
Pyr/BDT, BisPyr/EDT, Bis-Pyr/PDT, Bis-Pyr/Tol, Bis-Pyr/Ery, bismuto-
1-mercapto-2-propanol, BisEDT/CSTMN (1:1), BisPYR/CSTMN (1:1),
BisBAL/CSTMN (1:1), BisTOL/CSTMN (1:1) e Bis-EDT/2-hidroxi-1-
propanotiol.

87. Método, de acordo com a reivindicacédo 86, caracteriza-
do pelo fato de que o composto de BT € selecionado dentre um ou
mais de Bis-EDT, Bis-Bal, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT ou Bis-
EDT/2- hidroxi-1-propano tiol.

88. Método, de acordo com a reivindicagao 87, caracteriza-
do pelo fato de que o composto de BT é BisEDT.

89. Método, de acordo com a reivindicacédo 87, caracteriza-
do pelo fato de que o composto de BT é BisBDT ou BisBAL.

90. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 77 a 89, caracterizado pelo fato de que a quantidade total da
composicdo de BT administrada a regiao profunda do pulmao é de
aproximadamente 0,25 mg a aproximadamente 15 mg, de aproxima-
damente 0,4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 0,6
mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 0,8 mg a aproxi-
madamente 15 mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10
mg, de 2,5 mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 4 mg
a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 5 mg a aproximada-
mente 10 mg, de aproximadamente 6 mg a aproximadamente 10 mg,
0,6 mg a aproximadamente 6 mg, de aproximadamente 4 mg a apro-
ximadamente 15 mg, de aproximadamente 6 mg a aproximadamente
15 mg, de aproximadamente 50 ug a aproximadamente 750 pg, de
aproximadamente 75 pg a aproximadamente 500 ug, de aproximada-
mente 100 ug a aproximadamente 250 pg, de aproximadamente 100

Mg a aproximadamente 150 ug, ou de aproximadamente 75 ug a apro-
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ximadamente 150 ug.

91. Método, de acordo com a reivindicacédo 90, caracteriza-
do pelo fato de que a regido profunda do pulmao sao os alvéolos pul-
monares profundos.

92. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 77 a 91, caracterizado pelo fato de que a quantidade total da
composigao de BT que compreende BisEDT administrado aos alvéolos
pulmonares profundos € de aproximadamente 0,6 mg a aproximada-
mente 6 mg.

93. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 77 a 92, caracterizado pelo fato de que a composicao é submeti-
da a aerossolizagado por meio de um nebulizador.

94. Método, de acordo com a reivindicagao 93, caracteriza-
do pelo fato de que o nebulizador é um nebulizador de jato.

95. Método, de acordo com a reivindicagao 94, caracteriza-
do pelo fato de que o nebulizador de jato € um nebulizador de jato Pari
LC Plus ou nebulizador de jato Pari LC SPRINT.

96. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 93 a 95, caracterizado pelo fato de que o nebulizador tem uma
pressao de entrada de aproximadamente 0,07 a aproximadamente
0,28 MPa (aproximadamente 10 a aproximadamente 40 psig).

97. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 93 a 96, caracterizado pelo fato de que o fluxo de entrada é de
aproximadamente 3 I/min a aproximadamente 8 I/min.

98. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 93 a 97, caracterizado pelo fato de que o fluxo de ar de exaustao
€ de aproximadamente 3 I/min a aproximadamente 8 |/min.

99. Método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade dos
sintomas e infecgdes associados a uma ou mais doencgas pulmonares

ou infecgdes em um individuo, caracterizado pelo fato de que compre-
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ende administrar ao individuo uma composi¢ao de bismuto-tiol (BT)
que compreende pelo menos um composto de BT.

100. Método, de acordo com a reivindicagao 99, caracteri-
zado pelo fato de que uma ou mais doengas pulmonares ou infecgcoes
ndo sdo o resultado de fibrose cistica ou ndo estdo associadas a
mesma.

101. Método, de acordo com a reivindicacao 99 ou 100, ca-
racterizado pelo fato de que o individuo tem pelo menos uma infec¢éo
pulmonar e, caso tenha duas ou mais infecgdes pulmonares, as infec-
¢des sao ou simultaneas ou estdo em ordem sucessiva.

102. Método, de acordo com a reivindicagao 100 ou 101,
caracterizado pelo fato de que a infecgao pulmonar € em um pulmao.

103. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
c¢oes 100 a 102, caracterizado pelo fato de que a infeccdo pulmonar
ocorre em ambos os pulmoes.

104. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 100 a 103, caracterizado pelo fato de que a infecgdo pulmonar
esta em um ou mais dentre os trés |6bulos do pulmé&o direito.

105. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 100 a 104, caracterizado pelo fato de que a infeccdo pulmonar
ocorre em um ou em ambos os I6bulos do pulmé&o esquerdo.

106. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 100 a 105, caracterizado pelo fato de que a infeccdo pulmonar é
infeccdo por bronquiectasia, pneumonia, febre do vale, aspergilose
broncopulmonar alérgica (ABPA), pneumonia associada a ventilagcao
mecanica, pneumonia adquirida em hospital, pneumonia adquirida na
comunidade, traqueobronquite associada a ventilagdo mecanica, in-
feccdo do trato respiratorio inferior, Mycobacteria ndo tuberculosas,
antraz, legionelose, coqueluche, bronquite, bronquiolite, infeccdo as-

sociada a DPOC e pds-transplante pulmonar.
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107. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cdes 100 a 106, caracterizado pelo fato de que a infec¢édo pulmonar
contém um ou mais patdégenos bacterianos ou fungicos.

108. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 101 a 107, caracterizado pelo fato de que a infec¢do pulmonar &
uma infecgao pulmonar relacionada a CF.

109. Método, de acordo com a reivindicacdo 108, caracteri-
zado pelo fato de que compreende o tratamento da infeccdo pulmonar
relacionada a CF.

110. Método, de acordo com a reivindicagao 108, caracteri-
zado pelo fato de que compreende gerir a infecgdo pulmonar relacio-
nada a CF.

111. Método, de acordo com a reivindicagao 108, caracteri-
zado pelo fato de que compreende atenuar a gravidade da infecgéo
pulmonar relacionada a CF.

112. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 100 a 111, caracterizado pelo fato de que a infecgdo pulmonar
esta localizada na mucosa pulmonar, nos brénquios e/ou nos bronqui-
olos ou sobre os mesmos.

113. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 100 a 111, caracterizado pelo fato de que a infeccdo pulmonar
esta localizada na superficie ou dentro de um biofilme bacteriano, bac-
térias agregadas, um biofilme fungico ou fungos agregados.

114. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 100 a 111, caracterizado pelo fato de que a infeccdo pulmonar
esta localizada no esputo.

115. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 107 a 114, caracterizado pelo fato de que o patégeno bacteriano
compreende uma ou mais bactérias gram-positivas e bactérias gram-

negativas.
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116. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 107 a 115, caracterizado pelo fato de que o patdégeno bacteriano
compreende um ou mais dentre um biofilme bacteriano e bactérias
plancténicas.

117. Método, de acordo com a reivindicacédo 116, caracteri-
zado pelo fato de que o método compreende pelo menos um dentre: (i)
reduzir o biofilme bacteriano, (ii) impedir o crescimento do biofilme
bacteriano e (iii) prevenir a reformacao do biofilme bacteriano.

118. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 107 a 114, caracterizado pelo fato de que o patégeno fungico
compreende fungos plancténicos e/ou fungos de biofilme.

119. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 107 a 118, caracterizado pelo fato de que a composicao de BT
trata, gere ou atenua a gravidade da infec¢gdo pulmonar por um ou
ambos:

- prevengao da infeccao por patdgeno bacteriano ou fungi-
co; e

- reducgao do patdgeno bacteriano ou fungico; e/ou

- reducgao da viscosidade do esputo.

120. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 107 a 118, caracterizado pelo fato de que a composicao de BT
trata, gere ou atenua a gravidade da infeccdo pulmonar por um ou
mais dos seguintes:

- prevengao da elaboracédo de secrecao de exotoxinas con-
tra patégeno bacteriano ou fungico;

- inibicao de viabilidade celular ou proliferagdo celular de
células plancténicas do patégeno bacteriano ou fungico;

- inibicdo de formacgao de biofilme pelo patégeno bacteriano
ou fungico; e

- inibicdo da viabilidade de biofilme ou crescimento de bio-
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filme de células de formacgao de biofilme do patégeno bacteriano ou
fungico.

121. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 107 a 120, caracterizado pelo fato de que o um ou mais patége-
nos sao selecionados dentre Haemophilus influenzae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus warneri Sta-
phylococcus lugdunensis, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
milleri/anginous, Streptococcus pyogenes, mycobacterium nio tuber-
culosa, Mycobacterium tuberculosis, Burkholderia spp., Achromobacter
xylosoxidans, Pandoraea sputorum, Stenotrophomonas maltophilia,
Alcaligenes xylosoxidans, Haemophilus pittmaniae, Serratia marces-
cens, Candidia albacans, Candida parapsilosis, Candida guilliermondii,
Morganella morganii, Inquilinus limosus, Ralstonia mannitolilytica,
Pandoraea apista, Pandoraea pnomenusa, Pandoraea sputorum,
Bdellovibrio bacteriovorus, Bordetella bronchiseptica, Vampirovibrio
chlorellavorus, Actinobacter baumanni, Cupriadidus metallidurans, Cu-
priavidus pauculus, Cupriavidus respiraculi, Delftia acidivordans,
Exophilia dermatitidis, Herbaspirillum frisingense, Herbaspirillum sero-
pedicae, Klebsiella pneumoniae, Pandoraea norimbergensis, Pandora-
ea pulmonicola, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas pseudoalca-
ligenes, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri, Ralstonia insidi-
osa, Ralstonia pickettii, Neisseria gonorrhoeae, E. coli NDM-1 positiva,
Enterobacter cloaca, E. faecium resistente a Vancomicina, E. faecalis
resistente a Vancomicina, E. faecium, E. faecalis, S. agalactiae resis-
tente a clindamicina, S. agalactiae, Bacteroides fragilis, Clostridium
difficile, Streptococcus pneumonia, Moraxella catarrhalis, Haemophilus
haemolyticus, Haemophilus parainfluenzae, Chlamydophilia pneumo-
niae, Mycoplasma pneumoniae, Atopobium, Sphingomonas, Sacchari-
bacteria, Leptotrichia, Capnocytophaga, Oribacterium, Aquabacterium,

Lachnoanaerobaculum, Campylobacter, Acinetobacter; Agrobacterium;

Peticao 870210031377, de 06/04/2021, pag. 349/367



24/40

Bordetella; Brevundimonas; Chryseobacterium; Delftia; Enterobacter;
Klebsiella; Pandoraea; Pseudomonas; Ralstonia e Prevotella.

122. Método, de acordo com a reivindicacédo 121, caracteri-
zado pelo fato de que a micobactéria de n&o tuberculose é seleciona-
da dentre Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Mycobac-
terium intracellulare, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordo-
nae, Mycobacterium kansasii, complexo Mycobacterium avium Myco-
bacterium marinum, Mycobacterium terrae e Mycobacterium cheloni.

123. Método, de acordo com a reivindicagao 121, caracteri-
zado pelo fato de que a Burkholderia spp. € selecionada dentre
Burkholderia cepacia, Burkholderia multivorans, Burkholderia cenoce-
pacia, Burkholderia stabilis, Burkholderia vietnamiensis, Burkholderia
dolosa, Burkholderia ambifaria, Burkholderia anthina, Burkholderia pyr-
rocinia, Burkholderia gladioli, Burkholderia ubonensis, Burkholderia ar-
boris, Burkholderia latens, Burkholderia lata, Burkholderia metallica,
Burkholderia seminalis, Burkholderia contaminans, e Burkholderia
diffusa.

124. Método, de acordo com a reivindicagao 121, caracteri-
zado pelo fato de que um ou mais patégenos sao selecionados dentre
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa resistentes a
farmaco unico, Pseudomonas aeruginosa resistente a multiplos farma-
cos, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a mul-
tiplos farmacos, Staphylococcus aureus resistentes a multiplos farma-
cos, Staphylococcus aureus resistente meticilina, Mycobacterium abs-
cessus, Mycobacterium avium, Haemophilus influenzae, Burkholderia
cepacia, Burkholderia multivorans, Burkholderia cenocepacia, Burkhol-
deria dolosa, Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas mal-
tophilia, Staphylococcus epidermidis, e Burkholderia vietnamiensis.

125. Método, de acordo com a reivindicagao 121, caracteri-

zado pelo fato de que um ou mais patégenos sado selecionados dentre
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Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus.

126. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 117, 118 ou 120, caracterizado pelo fato de que um ou mais pa-
togenos sao selecionados dentre biofiimes de Pseudomonas aerugi-
nosa, Burkholderia cenocepacia, complexo Burkholderia cepacia,
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Achromobacter
spp., Staphylococcus epidermidis, Stenotrophomonas maltophilia e
Staphylococcus aureus.

127. Método, de acordo com a reivindicagao 125, caracteri-
zado pelo fato de que Pseudomonas aeruginosa e/ou Staphylococcus
aureus sao resistentes a multiplos farmacos.

128. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 107 a 127, caracterizado pelo fato de que um ou mais patégenos
exibem resisténcia ou sao refratarios a um antibiético selecionado den-
tre amicacina, aztreonam, meticilina, vancomicina, nafcilina, gentami-
cina, ampicilina, cloranfenicol, doxiciclina e tobramicina.

129. Método, de acordo com a reivindicagao 128, caracteri-
zado pelo fato de que o antibidtico € amicacina ou tobramicina.

130. Método, de acordo com a reivindicagao 128, caracteri-
zado pelo fato de que o patégeno bacteriano é Staphylococcus aureus
resistente a meticilina.

131. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢codes 99 a 130, caracterizado pelo fato de que compreende ainda co-
administrar ou administrar em conjunto ao individuo um antibiético se-
lecionado dentre amicacina, tobramicina, gentamicina, piperacilina,
mezlocilina, ticarcilina, imipenem, ciprofloxacina, ceftazidima, aztreo-
nam, ceftazidima, aztreonam, ticarcilina-clavulanato, dicloxacilina,
amoxicilina, o trimetoprim-sulfametoxazol, cefalexina, piperacilina-

tazobactam, linezolida, daptomicina, vancomicina, metronidazol, clin-
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damicina, colistina, tetraciclina, levofloxacina, amoxicilina e acido
clavulanico (Augmentin®), cloxacilina, dicloxacilina, cefdinir, cefprozil,
cefaclor, cefuroxima, eritromicina/sulfisoxazol, eritromicina, claritromi-
cina, azitromicina, doxiciclina, minociclina, tigeciclina, imipenem, me-
ropenem, colistimetato/colistina®, meticilina, oxacilina, nafcilina, carbe-
nicilina, azlocilina, piperacilina e tazobactam (Zosyn®), cefepima,
etambutol, rifampicina, e meropenem.

132. Método, de acordo com a reivindicacédo 131, caracteri-
zado pelo fato de que o antibidtico é selecionado dentre meropenem,
ceftazidima, tobramicina, amicacina, aztreonam, ciprofloxacina, colisti-
na e levofloxacina.

133. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 107 a 120, caracterizado pelo fato de que o fungo patogénico é
Candida albicans, Candida albicans resistentes a farmacos, Candida
glabrata, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida auris, Can-
dida tropicalis, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus fumi-
gatus, e/ou Aspergillus flavus.

134. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 99 a 133, caracterizado pelo fato de que compreende administrar
a composicao de BT por inalagao, por via oral ou nasal, com o uso de
um dispositivo de aerossol.

135. Método, de acordo com a reivindicagao 134, caracteri-
zado pelo fato de que o dispositivo de aerossol € um nebulizador.

136. Método, de acordo com a reivindicagao 134 ou 135,
caracterizado pelo fato de que a composicdo de BT esta na forma de
uma solugao ou suspensao aquosa.

137. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
codes 99 a 136, caracterizado pelo fato de que a composicéo de BT é
administrada topicamente ao tecido pulmonar.

138. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
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cdes 99 a 137, caracterizado pelo fato de que

a composicao de BT é administrada como uma dosagem de
aproximadamente 0,25 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de apro-
ximadamente 0,4 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproxima-
damente 0,6 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproximadamen-
te 0,6 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 5
mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 10 mg/ml
a aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 25 mg/ml a
aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 50 mg/ml a apro-
ximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 0,8 mg/ml a aproxima-
damente 15 mg/ml, de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente
10 mg/ml, de 2,5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproxima-
damente 4 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproximadamente
5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, de aproximadamente 6 mg/mi
a aproximadamente 10 mg/ml, 0,6 mg/ml a aproximadamente 6 mg/ml,
de aproximadamente 4 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de apro-
ximadamente 6 mg/ml a aproximadamente 15 mg/ml, de aproximada-
mente 50 pg/ml a aproximadamente 750 pg/ml, de aproximadamente
75 pg/ml a aproximadamente 500 pg/ml, de aproximadamente 100
pMg/ml a aproximadamente 250 pg/ml, de aproximadamente 100 pg/ml
a aproximadamente 150 ug/ml, ou de aproximadamente 75 pg/ml a
aproximadamente 150 ug/ml; e/ou

a quantidade total da composicdo de BT administrada ao
pulmdes € de aproximadamente 0,25 mg a aproximadamente 15 mg,
de aproximadamente 0,4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproxima-
damente 0,6 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 0,8
mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 1 mg a aproxi-
madamente 10 mg, de 2,5 mg a aproximadamente 10 mg, de aproxi-
madamente 4 mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 5

mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 6 mg a aproxi-
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madamente 10 mg, 0,6 mg a aproximadamente 6 mg, de aproximada-
mente 4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 6 mg a
aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 50 ug a aproximada-
mente 750 pg, de aproximadamente 75 ug a aproximadamente 500
Mg, de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 250 ug, de apro-
ximadamente 100 pg a aproximadamente 150 pg, ou de aproximada-
mente 75 ug a aproximadamente 150 ug.

139. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 99 a 138, caracterizado pelo fato de que a composicédo de BT é
administrada com uma dosagem de aproximadamente 0,6 mg/ml a
aproximadamente 6 mg/ml.

140. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 99 a 139, caracterizado pelo fato de que a composicéo de BT é
administrada trés vezes ao dia, duas vezes ao dia, uma vez ao dia, a
cada dois dias, uma vez a cada trés dias, uma vez por semana, uma
vez a cada duas semanas, uma vez por més, até uma vez a cada dois
meses.

141. Método, de acordo com a reivindicagao 140, caracteri-
zado pelo fato de que a composicdo de BT é administrada uma vez
por semana.

142. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 99 a 141, caracterizado pelo fato de que um ou mais dos seguin-
tes sintomas sdo diminuidos em gravidade no individuo: tosse, respi-
racao ofegante, falta de ar, bronquiectasia, polipos nasais, hemoptise,
insuficiéncia respiratéria e exacerbacao pulmonar.

143. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 99 a 142, caracterizado pelo fato de que a composi¢ao de bismu-
to-tiol compreende uma pluralidade de microparticulas que compreen-
dem um composto de bismuto-tiol (BT), em que substancialmente to-

das as ditas microparticulas tém um didmetro volumétrico médio de
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aproximadamente 0,4 um a aproximadamente 5 um, e em que o com-
posto de BT compreende bismuto ou um sal de bismuto e um compos-
to que contém tiol.

144. Método, de acordo com a reivindicacédo 143, caracteri-
zado pelo fato de que pelo menos 60%, 65%, 70 %, 75%, 80%, 90%
ou 95% das microparticulas tém um diametro volumétrico médio de
aproximadamente 0,4 um a aproximadamente 3 um, ou de aproxima-
damente 0,5 um a aproximadamente 2 um, ou de aproximadamente
0,7 um a aproximadamente 2 um, ou de aproximadamente 0,8 um a
aproximadamente 1,8 um, ou de aproximadamente 0,8 um a aproxi-
madamente 1,6 um, ou de aproximadamente 0,9 um a aproximada-
mente 1,4 um, ou de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 2,0
um, ou de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 1,8 um.

145. Método, de acordo com a reivindicagcao 142 ou 143,
caracterizado pelo fato de que o sal de bismuto é nitrato de bismuto,
subnitrato de bismuto ou cloreto de bismuto.

146. Método, de acordo com a reivindicagao 142 ou 143,
caracterizado pelo fato de que o composto que contém tiol compreen-
de um ou mais agentes selecionados dentre 1,2-etano ditiol, 2,3-
dimercaptopropanol, piritiona, ditioeritritol, 3,4 dimercaptotolueno, 2,3-
butanoditiol, 1,3-propaneditiol, 2-hidroxipropanotiol, 1-mercapto-2-
propanol, ditioeritritol, ditiotreitol, cisteamina e acido alfa-lipoico.

147 Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 143 a 146, caracterizado pelo fato de que a composicao de BT
compreende um ou mais compostos de BT selecionados dentre Bis-
BAL, BiseEDT, Bis-dimercaprol, BisDTT, Bis-2-mercaptoetanol, Bis-
DTE, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT, Bis-PDT, Bis-Pyr/Bal, Bis-
Pyr/BDT, BisPyr/EDT, Bis-Pyr/PDT, Bis-Pyr/Tol, Bis-Pyr/Ery, bismuto-
1-mercapto-2-propanol, BisEDT/CSTMN (1:1), BisPYR/CSTMN (1:1),
BisBAL/CSTMN (1:1), BisTOL/CSTMN (1:1) e Bis-EDT/2-hidroxi-1-
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propanotiol.

148. Método, de acordo com a reivindicacédo 147, caracteri-
zado pelo fato de que o composto de BT é selecionado dentre um ou
mais de Bis-EDT, Bis-Bal, Bis-Pyr, Bis-Ery, Bis-Tol, Bis-BDT ou Bis-
EDT/2- hidroxi-1-propano tiol.

149. Método, de acordo com a reivindicacédo 148, caracteri-
zado pelo fato de que o composto de BT € BisEDT.

150. Método, de acordo com a reivindicacédo 148, caracteri-
zado pelo fato de que o composto de BT € BisBDT ou BisBAL.

151. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 99 a 150, caracterizado pelo fato de que a quantidade total da
composicdo de BT administrada a regido profunda do pulmé&o € de
aproximadamente 0,25 mg a aproximadamente 15 mg, de aproxima-
damente 0,4 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 0,6
mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 0,8 mg a aproxi-
madamente 15 mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10
mg, de 2,5 mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 4 mg
a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 5 mg a aproximada-
mente 10 mg, de aproximadamente 6 mg a aproximadamente 10 mg,
0,6 mg a aproximadamente 6 mg, de aproximadamente 4 mg a apro-
ximadamente 15 mg, de aproximadamente 6 mg a aproximadamente
15 mg, de aproximadamente 50 ug a aproximadamente 750 pg, de
aproximadamente 75 pg a aproximadamente 500 ug, de aproximada-
mente 100 ug a aproximadamente 250 pg, de aproximadamente 100
Mg a aproximadamente 150 ug, ou de aproximadamente 75 ug a apro-
ximadamente 150 ug.

152. Método, de acordo com a reivindicagao 151, caracteri-
zado pelo fato de que a regido profunda do pulmé&o sdo os alvéolos
pulmonares profundos.

153. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
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cbes 55 a 72, caracterizado pelo fato de que pelo menos 60%, 65%,
70 %, 75%, 80%, 90% ou 95% das microparticulas tém um diametro
volumétrico médio de aproximadamente 0,6 um a aproximadamente
2,5 um.

154. Aerossol, de acordo com a reivindicacao 153, caracte-
rizado pelo fato de que substancialmente todas as microparticulas tém
um VMD de aproximadamente 0,6 um a aproximadamente 2,5 um.

155. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 55 a 72 ou 153 e 154, caracterizado pelo fato de que pelo menos
70 % das particulas submetidas a aerossolizagao tém um MMAD de
aproximadamente 0,9 ym a aproximadamente 3 um.

156. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 55 a 72 ou 153 a 155, caracterizado pelo fato de que a composi-
¢cao é uma suspensao de microparticulas que tém um diametro volu-
métrico médio (VMD) de aproximadamente 0,6 pm a aproximadamente
2,5 um e/ou um didmetro aerodindmico mediano de massa (MMAD) de
aproximadamente 0,9 um a aproximadamente 3 pm.

157. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 55 a 72 ou 153 a 156, caracterizado pelo fato de que a composi-
cao de bismuto-tiol compreende uma pluralidade de microparticulas
que compreendem um composto de bismuto-tiol (BT), em que subs-
tancialmente todas as referidas microparticulas tém um didmetro vo-
lumétrico médio de aproximadamente 0,4 um a aproximadamente 5
um, e em que o composto de BT compreende bismuto ou um sal de
bismuto e um composto que contém tiol.

158. Aerossol, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 55 a 72 ou 153 a 157, caracterizado pelo fato de que apds a dis-
tribuicdo da composi¢ao em aerossol a um individuo, pelo menos 60%,
65%, 70 %, 75%, 80%, 90% ou 95% da dose do composto de BT é

depositada no pulméo.
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159. Aerossol, de acordo com a reivindicagcao 158, caracte-
rizado pelo fato de que pelo menos 80% da dose do composto de BT é
depositada no pulmao.

160. Aerossol, de acordo com a reivindicagcao 158, caracte-
rizado pelo fato de que pelo menos 90% da dose do composto de BT é
depositada no pulmao.

161. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 1 a 54 ou 73 a 152, caracterizado pelo fato de que pelo menos
60%, 65%, 70 %, 75%, 80%, 90% ou 95% das microparticulas tém um
diametro volumétrico médio de aproximadamente 0,6 ym a aproxima-
damente 2,5 pm.

162. Método, de acordo com a reivindicagao 161, caracteri-
zado pelo fato de que substancialmente todas as microparticulas tém
um VMD de aproximadamente 0,6 yum a aproximadamente 2,5 um.

163. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 54, 73 a 152 ou 161 e 162, caracterizado pelo fato de que
pelo menos 70 % das particulas submetidas a aerossolizagdo tém um
MMAD de aproximadamente 0,9 ym a aproximadamente 3 pm.

164. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 54, 73 a 152 ou 161 a 163, caracterizado pelo fato de que a
composi¢cdo € uma suspensao de microparticulas que tém um diame-
tro volumétrico médio (VMD) de aproximadamente 0,6 ym a aproxima-
damente 2,5 um e/ou um didmetro aerodinamico mediano de massa
(MMAD) de aproximadamente 0,9 um a aproximadamente 3 pm.

165. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 54, 73 a 152 ou 161 a 164, caracterizado pelo fato de que a
composicado de bismuto-tiol compreende uma pluralidade de micropar-
ticulas que compreendem um composto de bismuto-tiol (BT), em que
substancialmente todas as ditas microparticulas tém um diametro vo-

lumétrico médio de aproximadamente 0,4 um a aproximadamente 5
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um, e em que o composto de BT compreende bismuto ou um sal de
bismuto e um composto que contém tiol.

166. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cOes 1 a 54, 73 a 152 ou 161 a 165, caracterizado pelo fato de que,
caso depositados na regidao profunda do pulméo, os compostos de
BT tém uma meia-vida média de pelo menos 2 dias.

167. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cdes 166, caracterizado pelo fato de que, caso depositados na regiao
profunda do pulmao, os compostos de BT tém uma meia-vida média
de pelo menos 4 dias.

168. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 1 a 54, 73 a 152 ou 161 a 167, caracterizado pelo fato de que
apos a distribuicdo da composicdo em aerossol a um individuo, pelo
menos 60%, 65%, 70 %, 75%, 80%, 90% ou 95% da dose do compos-
to de BT é depositada no pulméao.

169. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 168, caracte-
rizado pelo fato de que pelo menos 80% da dose do composto de BT é
depositada no pulmao.

170. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 168, caracte-
rizado pelo fato de que pelo menos 90% da dose do composto de BT é
depositada no pulmao.

171. Método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade dos
sintomas de fibrose cistica (CF) e infecgcbes em um individuo, caracte-
rizado pelo fato de que o método compreende administrar ao individuo
uma composi¢ao de bismuto-tiol (BT) que compreende BisEDT sus-
penso na mesma, em que a administracdo da composi¢cao de BT
ocorre por inalagdo, por via oral ou nasal, com o uso de um dispositivo
de aerossol.

172. Método, de acordo com a reivindicagao 171, caracteri-

zado pelo fato de que a composicdo de BT compreende uma plurali-
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dade de microparticulas em que pelo menos 70 % das ditas micropar-
ticulas tém um diametro volumétrico médio (VMD) de aproximadamen-
te 0,6 um a aproximadamente 2,5 um.

173. Método, de acordo com a reivindicacédo 172, caracteri-
zado pelo fato de que pelo menos 80% das referidas microparticulas
tém um VMD de aproximadamente 0,6 um a aproximadamente de 2,5
um.

174. Método, de acordo com a reivindicacédo 172, caracteri-
zado pelo fato de que pelo menos 90% das referidas microparticulas
tém um VMD de aproximadamente 0,6 um a aproximadamente 2,5 um.

175. Método, de acordo com a reivindicagao 172, caracteri-
zado pelo fato de que quando a composicao de BT é submetida a ae-
rossolizacdo, pelo menos 70 % das goticulas liquidas submetidas a
aerossolizacdo tém um didmetro aerodindmico médio de massa
(MMAD) de aproximadamente de aproximadamente 0,9 um a aproxi-
madamente 3 um.

176. Método, de acordo com a reivindicagao 173, caracteri-
zado pelo fato de que quando a composicao de BT é submetida a ae-
rossolizagao pelo menos 80% das goticulas liquidas submetida a ae-
rossolizacdo tém um MMAD de aproximadamente de aproximadamen-
te 0,9 um a aproximadamente 3 um.

177. Método, de acordo com a reivindicagao 174, caracteri-
zado pelo fato de que quando a composicao de BT é submetida a ae-
rossolizagao pelo menos 90% das goticulas liquidas submetidas a ae-
rossolizacdo tém um MMAD de aproximadamente de aproximadamen-
te 0,9 um a aproximadamente 3 um.

178. Método, de acordo com a reivindicagao 171, caracteri-
zado pelo fato de que a composicao de BT compreende BisEDT a uma
concentragao superior a aproximadamente 0,1 mg/ml, Tween 80® a

aproximadamente 0,05% a aproximadamente 1,0%, cloreto de sddio a
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aproximadamente 0,05 a 40 mM e, opcionalmente, fosfato de sédio a
aproximadamente 2 a 20 mM a aproximadamente pH 7,4.

179. Método, de acordo com a reivindicacédo 171, caracteri-
zado pelo fato de que, caso depositados na regido profunda do pul-
mao, os compostos BisEDT tém uma meia-vida média de aproxima-
damente 4 dias.

180. Método, de acordo com a reivindicacéo 171, caracteri-
zado pelo fato de que o individuo tem pelo menos uma infecg¢ao pul-
monar que contém um ou mais patégenos bacterianos e/ou patdégenos
fungicos.

181. Método, de acordo com a reivindicagao 180, caracteri-
zado pelo fato de que o método compreende pelo menos um dentre: (i)
reduzir um biofilme bacteriano, (ii) impedir o crescimento de um biofil-
me bacteriano, (iii) prevenir a formacéao inicial do biofiime bacteriano
el/ou (iv) prevenir a reformacao do biofilme bacteriano.

182. Método, de acordo com a reivindicagao 180, caracteri-
zado pelo fato de que um ou mais patégenos sado selecionados dentre
Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus warneri Staphylococcus lugdunensis, Sta-
phylococcus epidermidis, Streptococcus milleri/anginous , Streptococ-
cus pyogenes, Mycobacterium nao tuberculosa, Mycobacterium tuber-
culoso, Burkholderia spp., Achromobacter xylosoxidans, Pandoraea
sputorum, Stenotrophomonas maltophilia, Alcaligenes xylosoxidans,
Haemophilus pittmaniae, Serratia marcescens, Candida albicans resis-
tentes a farmacos de Candida albicans,Candida glabrata, Candida
krusei, Candida guilliermondii, Candida auris, Candida tropicalis, As-
pergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
flavus, Morganella morganii, Inquilinus limosus, Ralstonia mannitolilyti-
ca, Pandoraea apista, Pandoraea pnomenusa, Pandoraea sputorum,

Bordetella bronchiseptica, Vampirovibrio chlorellavorus, Actinobacter
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baumanni, Cupriadidus metallidurans, Cupriavidus pauculus, Cupriavi-
dus respiraculi, Delftia acidivordans, Exophilia dermatitidis, Herbaspi-
rillum frisingense, Herbaspirillum seropedicae, Klebsiella pneumoniae,
Pandoraea norimbergensis, Pandoraea pulmonicola, Pseudomonas
mendocina, Pseudomonas pseudoalcaligenes, Pseudomonas putida,
Pseudomonas stutzeri, Ralstonia insidiosa, Ralstonia pickettii, Neisse-
ria gonorrhoeae, E. coli NDM-1 positiva, Enterobacter cloaca, E. fae-
cium resistente a Vancomicina, E. faecalis resistente a Vancomicina,
E. faecium, E. faecalis, S. agalactiae resistente a clindamicina, S. aga-
lactiae, Bacteroides fragilis, Clostridium difficile, Streptococcus pneu-
monia, Moraxella catarrhalis, Haemophilus haemolyticus, Haemophilus
parainfluenzae, Chlamydophilia pneumoniae, Mycoplasma pneumoni-
ae, Atopobium, Sphingomonas, Saccharibacteria, Leptotrichia, Cap-
nocytophaga, Oribacterium, Aquabacterium, Lachnoanaerobaculum,
Campylobacter, Acinetobacter; Agrobacterium; Bordetella; Brevundi-
monas; Chryseobacterium; Delftia; Enterobacter; Klebsiella; Pandora-

ea; Pseudomonas; Ralstonia e Prevotella.

183. Aerossol, caracterizado pelo fato de que compreende
uma pluralidade de goticulas liquidas dispersas em um gas, em que as
referidas goticulas liquidas compreendem uma composicédo de BT que
compreende um composto BisEDT suspenso nas mesmas; e

em que pelo menos 70 % das goticulas liquidas tém um
MMAD de aproximadamente de aproximadamente 0,9 um a aproxima-
damente 3 um.

184. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 183, caracte-
rizado pelo fato de que antes de ser submetida a aerossolizacao, a
composicdo de BT compreende uma pluralidade de microparticulas
em que pelo menos 70 % das ditas microparticulas tém um VMD de

aproximadamente 0,6 um a aproximadamente 2,5 um.
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185. Aerossol, de acordo com a reivindicagcdo 183, caracte-
rizado pelo fato de que pelo menos 80% das goticulas liquidas tém um
MMAD de aproximadamente de aproximadamente 0,9 um a aproxima-
damente 3 um.

186. Aerossol, de acordo com a reivindicagcao 183, caracte-
rizado pelo fato de que pelo menos 90% das goticulas liquidas tém um
MMAD de aproximadamente de aproximadamente 0,9 um a aproxima-
damente 3 um.

187. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 185, caracte-
rizado pelo fato de que antes de ser submetida a aerossolizagéo, a
composicdo de BT compreende uma pluralidade de microparticulas
em que pelo menos 80% das ditas microparticulas tém um VMD de
aproximadamente 0,6 um a aproximadamente 2,5 um.

188. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 186, caracte-
rizado pelo fato de que antes de ser submetida a aerossolizagdo, a
composicdo de BT compreende uma pluralidade de microparticulas
em que pelo menos 90% das ditas microparticulas tém um VMD de
aproximadamente 0,6 um a aproximadamente 2,5 um.

189. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 183, caracte-
rizado pelo fato de que as goticulas compreendem ainda Tween 80
(por exemplo, de aproximadamente 0,05% a aproximadamente 1%) e
opcionalmente um tampao (por exemplo, fosfato de sédio ou citrato de
soédio) a um pH de aproximadamente 7,4; e/ou cloreto de sddio.

190. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 183, caracte-
rizado pelo fato de que, caso depositados na regido profunda do pul-
mao, os compostos BisEDT tém uma meia-vida média de mais de 2
dias.

191. Aerossol, de acordo com a reivindicacdo 183, caracte-
rizado pelo fato de que, caso depositados na regido profunda do pul-

mao, os compostos BisEDT tém uma meia-vida média de aproxima-
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damente 4 dias.

193. Composi¢cado farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende a composi¢cdo de bismuto-tiol (BT) que compreende
BisEDT suspenso na mesma, em que a composicao de BT compreen-
de uma pluralidade de microparticulas, em que o D90 das ditas micro-
particulas é inferior ou igual a 1,9 pum.

194. Composi¢cado farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende a composicao de bismuto-tiol (BT) BisEDT suspenso
na mesma, sendo que a composicao de BT compreende uma plurali-
dade de microparticulas, em que o D90 das referidas microparticulas &
inferior ou igual a aproximadamente 1,6 um.

195. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindi-
cacao 193, caracterizada pelo fato de que pelo menos 70 % das ditas
microparticulas que tém um diametro volumétrico médio de aproxima-
damente 0,6 um a aproximadamente 2,5 um.

196. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindi-
cagao 193, caracterizada pelo fato de que pelo menos 90% das referi-
das microparticulas tém um didmetro volumétrico médio de aproxima-
damente 0,6 um a aproximadamente 2,5 um.

197. Método para tratar, gerir ou atenuar a gravidade de
sintomas e infec¢gdes associados a uma ou mais doencas ou infecgdes
pulmonares em um individuo, caracterizado pelo fato de que o método
compreende administrar ao individuo uma composi¢ao de bismuto-tiol
(BT) que compreende BisEDT, em que a composicdo de BT compre-
ende uma pluralidade de microparticulas em que pelo menos 70 % das
ditas microparticulas tém um diametro volumétrico médio de aproxi-
madamente 0,6 um a aproximadamente 2,5 um, e em que quando a
composicdo de BT é submetida a aerossolizagdo, pelo menos 70 %
das goticulas liquidas submetidas a aerossolizagao t¢ém um MMAD de

aproximadamente de aproximadamente 0,9 um a aproximadamente 3
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um.

198. Método, de acordo com a reivindicacédo 197, caracteri-
zado pelo fato de que uma ou mais doengas pulmonares ou infecgcoes
ndo sdo o resultado de fibrose cistica ou ndo estdo associadas a
mesma.

199. Método, de acordo com a reivindicacédo 198, caracteri-
zado pelo fato de que a infeccdo pulmonar € infeccdo por bronquiecta-
sia, pneumonia, febre do vale, aspergilose broncopulmonar alérgica
(ABPA), pneumonia associada a ventilagdo mecanica, pneumonia ad-
quirida em hospital, pneumonia adquirida na comunidade, traqueo-
bronquite associada a ventilagdo mecanica, infecgao do trato respira-
torio inferior, Mycobacteria ndo tuberculosa, antraz, legionelose, co-
queluche, bronquite, bronquiolite, infeccdo associada a DPOC e pés-
transplante pulmonar.

200. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindi-
cagao 193, caracterizada pelo fato de que o D50 das referidas micro-
particulas € menor ou igual a 1,0 um.

201. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindi-
cagao 193, caracterizada pelo fato de que o D10 das referidas micro-
particulas € menor ou igual a 0,39 um.

202. Composicao farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicagées 193 a 196 e 200 e 201, caracterizada pelo fato
de que a composic¢ao farmacéutica compreende o BisEDT a uma con-
centragcao maior que aproximadamente 0,1 mg/ml, Tween 80® a apro-
ximadamente 0,05% a aproximadamente 1,0%, cloreto de sdodio a
aproximadamente 0,05 a 40 mM e, opcionalmente, fosfato de sédio de
aproximadamente 2 a 20 mM a aproximadamente pH 7,4.

203 Composicao farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 193 a 196 e 200 a 202, caracterizada pelo fato

de que a composicao farmacéutica € um aerossol.
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204. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindi-
cacao 203, caracterizada pelo fato de que o aerossol foi criado por um
nebulizador.

205. Método para tratar, gerir e/ou atenuar a gravidade dos
sintomas e infec¢des de fibrose cistica (CF) em um individuo, caracte-
rizado pelo fato de que o método compreende administrar ao individuo
uma composicao de bismuto-tiol (BT), como definida em qualquer uma
das reivindicacdes 193 a 196 e 200 a 204.

206. Método para tratar, gerir e/ou atenuar a gravidade dos
sintomas e infec¢des associados a uma ou mais doengas pulmonares
ou infecgbes em um individuo, caracterizado pelo fato de que o méto-
do compreende administrar ao individuo uma composi¢ao de bismuto-
tiol (BT), como definida em qualquer uma das reivindicagdes 193 a
196 e 200 a 204.
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Fig. 1
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Fig. 2

DISTRIBUIGAO DE MASSA DE IMPACTADOR EM CASCATA
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11

Exposicdo sistémica ao farmaco

* Toxicidade sistémica
* Interacdes farmaco-farmaco
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Fig. 12
Bismuto-tiol: MB-1B3 - Candidato a Farmaco de Estagio Clinico Atual

Cepa 2,50 1,25 0,63 0,31 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01 0,00 controle+ controle - MIC (mcg/ml)
AG1 (PAresistente a aminoglicosideo) - - = + + + + + + + + = 0,63
AG14 (PAresistente a aminoglicosideo) - - - = + + + * * + - 0,31
AU 197 (B. cenocepacia) - - - - = + + + * * + - 0,16
AXT (Achromobacter spp.) - = - - - = + + + + + - 0,08
MR14 (PA multirresistents) - - = + + |+ + + b + + - 0,63
SM21 (5. mailtophilia) - - - o + + + + + + + - 0,31
25922 (E. coli de cepa de controle) - = + + + + + + + + + - 1,25
292132 (8 aureus de cepa de controle) = = - - - - - - + + + - 0,02

Bismuto-tiol: MB-6 - Candidato a Farmaco de Estagio Pré-clinico Atual

Cepa 2,50 1,25 0,63 0,31 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01 0,00 controle+ controle - MIC {megimi)
AG1T (PA resistente a aminoglicosiden) - - i I I I O + + + - 0,63
AG14 (PAresistente a aminoglicosidea) - - = + + |+ + + + - 0,63
AU 197 (B. cenocepacia) - - - ] I R e * + + - 0,31
AXT (Achromobacter spp.) - - - - - ha + + + + * - 0,16
MRA4 (PA multiresistents) . i I I I N I + + - 0,31
SM21 (5. maltophilia) N - " - - = + + + + + - 0,08
26922 (E. coli de cepa de controle) - - - = b I + + + - 0,31
29213 (5. aureus de cepa de controle) - - - - - - = + + + + - 0,04
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Fig. 13
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Fig. 14
Pseudomonas aeruginosa MDR (MR14)
tratamento com 48 h de biofiimes-24 h de BT
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Fig. 15

P. aeruginosa resistente a aminoglicosideo (AG14)
Tratamento com 24 h de biofiimes-24 h de BT
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Fig. 16

Burkholderia cenocepacia (AU 197)
Tratamento com 48 h de biofilmes-24 h de BT
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Fig. 17
Complexo M. abscessus (isolado de CF de MABSC) (AMTO0130-8)
Tratamento com 72 h de biofilmes-24 h de BT Cfu/peg
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Fig. 18
Complexo M. abscessus(isolado de CF de MABSC) (AMTO088-5)
Tratamento com 72 h de biofiimes-24 h de BT
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Fig. 19

M. abscessus (ATCC-19977)
Tratamento com 72 h de biofilmes-24 h de BT
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Fig. 20

Complexo M. abscessus (isolado de CF de MABSC) (AMTO0136-10)
Tratamento com 10 a 24 h de biofilmes-24 h de BT
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Fig. 21

Achromobacter spp.
Tratamento com 24 h de MBEC e 24 h de biofilmes
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Fig. 22

Stenotrophomonas maltophilia
24 h de biofilmes, 24 h de tratamento
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Fig. 23

Escherichia coli
24 h de biofilmes, 24 h de tratamento

1,00E+08

1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

Cfu/peg

] 4 4 %
S & & &
R A A R
{-._"b y"
Condigbes de Tratamento

Peti¢&o 870210031377, de 06/04/2021, pég. 26/367



24/43

Fig. 24

Isoclamento de Células Humanas Primarias, Epitélio de via respiratéria

Amplificacdo e Inoculagdo Completamente diferenciada
\' Pronto para uso

Nariz

Traqueia

Brénquios

7

Interface ar-liquido, diferenciacéo

MucilAir™ , um modelo celular in vitro 3D completamente diferenciado dos epitélios de via respiratoria humana.

As células epiteliais foram recém-isaladas das bidpsias (nariz e brénquias), entdo, semeadas numa membrana
semiporosa (Costar Transwell tamanho de poros 0,4 pm). Apos cerca de 45 dias de cultura em interface de ar-
fiquido, os epitélios foram completamente diferenciados, tanto morfoldgica quanto funcionalmente.
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Fig. 25
Efeito de MB-1-B3 em solucdo em citotoxicidade
apos 1, 8, 24 e 48 h de exposi¢ao
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Fig. 26
Efeito de MB-1-B3 em solugido na integridade de Tecido
apos 1, 8, 24 e 4Bh de exposigao
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Efeito de MB-1-B3 como sélido na citotoxicidade
apo6s 1, 8, 24 e 48 h de exposicéao
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Fig. 28

Efeito de MB-1-B3 como sdlido em Integridade de Tecido
apos 1, 8, 24 e 48 h de exposigédo
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Fig. 29
Efeito de MB-1-B3 como so6lido na citotoxicidade
apos 1 ica
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Efeito de MB-1-B3 comoe sdlido em Integridade
de Tecido apés 1, 8, 24 e 48 h de exposigdo
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Fig. 31
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Fig. 33
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Fig. 34
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Fig. 35
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Fig. 36

BisEDT de sangue de rato vs tempo apés dose de inalagéo unica

(Mg/kg depositado em pulmao)
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Fig. 37
Concentracdo de BisEDT de pulmao de rato (hg/g) em sacrificio (24 ou
30 horas apds a dose inalada Unica)
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Fig. 38

DISTRIBUICAO DE MASSA DE IMPACTADOR EM CASCATA
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DISTRIBUICAO DE MASSA DE IMPACTADOR EM CASCATA
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Fig. 40

DISTRIBUIGAO DE MASSA DE IMPACTADOR EM CASCATA

0,7
i
—
061 BisEDT (1 mg/ml) I"f
MMAD: 1.54 [\
05- GSD:1.83 f ||
° R2: 0.97 f |
_ﬂm ' \
E ﬂ,d- 71 ||I ||I
T |
[]
E 0,3 h
= |
02 - \
| \
i
0,1 - /
. \
0,0 . ; _MP"%] ¢
0.01 0.1 1 10 100

§ L

Diametro aerodinamico (um)

Peticao 870210031377, de 06/04/2021, pag. 43/367



Fig. 41

Filtro e porta
de amostra
de impactadar

MNebulizadores de jato

MmeP\(@ OGRORE) @\'@

41/43

Mascara de face canina com filtro de
circuito de respiragio (5x total)

Ar de forga

_

Ar comprimida

Peticao 870210031377, de 06/04/2021, pag. 44/367

L

Sensor de oxigénio



42/43

Fig. 42
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Fig. 43
Org: Agente de combinagao

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12

A 6443 3243 16/,3 8.3 4.3 2.3 143 »34,3 2233 1245 0643 ]

% B 64/23 324,235 16/.25 8,25 425 2,25 1/,25 34,25 25025 ,124,25 064,25 0,25
e C 64,12 32512 16/12 8,12 4412 2412 15,12 ;3412 225412 124,12 ,06/,12 012
- D 64/,06 32,06 16/,06 3/,06 4/,06 24,06 1/,06 3506 ,23/,06 ;124,06 ;067,06 0,06
,E E 64,03 324,03 16/,03 34,03 4,03 24,03 14,03 ;34,03 ;254,03 ;124,03 ,06/,03 0,03
& F ] 64,015 | 532/,015 | 16,015 | 8,015 | 4,015 | 27015 | 15015 | 5,015 | 254015 | 124,015 | ,064015 | 04015
< G | 64,008 2,008 | 16/,008 | 8008 | 4/,008 | 2/008 | 1,008 | 5,008 | ,25,008 | ,12/,008 | ,06/,008 | 0,008

H 64/0 32/0 16/0 | S50 40 210 10 ,5/0 2340 ,12/0 06/0 0/0
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RESUMO
Patente de Invencdo: "COMPOSICOES DE BISMUTO-TIOL E ME-
TODOS DE USO".

A presente invengao refere-se a compostos de bis-tiol e a
preparacdes farmacéuticas dos mesmos. A invencédo também se refe-
re a metodos para tratar, gerir ou atenuar a gravidade de infeccdes
pulmonares em um individuo, sendo que o método compreende admi-
nistrar ao individuo uma composicao de bismuto-tiol (BT) que compre-

ende pelo menos um composto de BT.
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