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“COMPOSICOES E METODOS PARA TRATAMENTO DE LESAO
PULMONAR AGUDA”

REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS

[001] O presente pedido reivindica prioridade sob 35 U.S.C. § 119 (e) do
Pedido de Patente Provisério U.S. N° 62/719.217, depositado em 17 de agosto de
2018, que é aqui incorporado por referéncia em sua totalidade.

DECLARAGAO SOBRE PESQUISA OU DESENVOLVIMENTO
PATROCINADO FEDERALMENTE

[002] Esta invencao foi feita com o apoio governamental sob o 2RO01
HL102016 concedido pelo National Heart, Lung and Blood Institute. O governo tem
certos direitos sobre a invengao.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[003] A inflamagao pulmonar é um componente importante na patogénese da
sindrome da lesdo pulmonar aguda (LPA) que resulta de diversas etiologias. A
inflamacgé&o pulmonar associada a produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) &
um importante contribuinte para a sindrome de ALI. A ativagdo da NADPH oxidase,
tipo 2 (NOX2), a principal fonte de ROS nos pulmbes, requer a atividade da fosfolipase
A2 (PLAZ2) da peroxirredoxina 6 (Prdx6).

[004] O tratamento atual da LPA € de suporte e ndo ha nenhum farmaco
aprovado atualmente para sua prevencdo ou tratamento. Portanto, ha uma
necessidade na técnica de métodos e composi¢cdes que protejam contra ALI. A
presente divulgacédo aborda essa necessidade.

SUMARIO DA INVENCAO

[005] Em um aspecto, a invengao fornece uma composi¢cao compreendendo
um polipeptideo que consiste em:

SEQ ID NO: 4 X"X2X3X4X3LXEX"XEX HQIL

em que:
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X' pode estar presente ou ausente e se presente é E;

X2 pode estar presente ou ausente e se presente é L;

X3 pode estar presente ou ausente e se presente é Q;

X* pode estar presente ou ausente e se presente é Aou T;

X5 pode estar presente ou ausente e se presente € T ou E;

XééHouY;

X" é DouE;

X8éFoul;e

X°é RouK.

[006] Em varias modalidades, o polipeptideo é selecionado a partir do grupo
que consiste em: SEQ ID NO: 5 ELQTELYEIKHQIL, SEQ ID NO: 6 QTELYEIKHQIL e
SEQ ID NO: 7 ELYEIKHQIL.

[007] Em varias modalidades, o polipeptideo é selecionado a partir do grupo
que consiste em: SEQ ID NO: 1 LHDFRHQIL, SEQ ID NO: 2 LYEIKHQIL ou SEQ ID
NO: 3 LYDIRHQIL.

[008] Em varias modalidades, a composicdo compreende ainda um portador
farmaceuticamente aceitavel.

[009] Em varias modalidades, o polipeptideo é encapsulado em um ou mais
lipossomas.

[010] Em varias modalidades, a composicdo é formulada para inalagéo de
aerossol ou injegdo intratraqueal ou intravenosa. Em varias modalidades, a
composicao farmacéutica € administrada ao sujeito por injegéo intravenosa.

[011] Em um outro aspecto, a invencao fornece um método de tratamento de
lesdo pulmonar aguda em um sujeito, o método compreendendo administrar ao sujeito
uma quantidade eficaz de uma composi¢cao farmacéutica compreendendo um
polipeptideo que consiste em:

SEQ ID NO: 4 X"X2X3X4X5LXEX"XEX HQIL
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em que:

X' pode estar presente ou ausente e se presente é E;

X2 pode estar presente ou ausente e se presente é L;

X3 pode estar presente ou ausente e se presente é Q;

X* pode estar presente ou ausente e se presente é Aou T;

X5 pode ser T ou E;

XééHouY;

X" é DouE;

X8éFoul;e

X°é RouK.

e um portador farmaceuticamente aceitavel.

[012] Em varias modalidades, o polipeptideo é selecionado a partir do grupo
que consiste em: SEQ ID NO: 5 ELQTELYEIKHQIL, SEQ ID NO: 6 QTELYEIKHQIL e
SEQ ID NO: 7 ELYEIKHQIL.

[013] Em varias modalidades, o polipeptideo é selecionado a partir do grupo
que consiste em: SEQ ID NO: 1 LHDFRHQIL, SEQ ID NO: 2 LYEIKHQIL ou SEQ ID
NO: 3 LYDIRHQIL.

[014] Em varias modalidades, o polipeptideo é encapsulado em um ou mais
lipossomas.

[015] Em varias modalidades, a composi¢ao farmacéutica é administrada ao
sujeito por inalagado de aerossol ou por injegdo intratraqueal ou intravenosa.

[016] Em um outro aspecto, a invencgao fornece um método de tratamento de
sepse em um sujeito, o método compreendendo administrar ao sujeito uma
quantidade eficaz de uma composicao farmacéutica compreendendo um polipeptideo
que consiste em:

SEQ ID NO: 4 X"X2X3X*X5LXEX"XEXHQIL

em que:

Peticaio 870210034657, de 16/04/2021, pag. 10/76



4/51

X' pode estar presente ou ausente e se presente é E;

X2 pode estar presente ou ausente e se presente é L;

X3 pode estar presente ou ausente e se presente é Q;

X* pode estar presente ou ausente e se presente é Aou T;

X5 pode ser T ou E;

XééHouY;

X" é DouE;

X8éFoul;e

X°é RouK.

e um portador farmaceuticamente aceitavel.

[017] Em varias modalidades, o polipeptideo é selecionado a partir do grupo
que consiste em: SEQ ID NO: 5 ELQTELYEIKHQIL, SEQ ID NO: 6 QTELYEIKHQIL e
SEQ ID NO: 7 ELYEIKHQIL

[018] Em varias modalidades, o polipeptideo é selecionado a partir do grupo
que consiste em: SEQ ID NO: 1 LHDFRHQIL, SEQ ID NO: 2 LYEIKHQIL ou SEQ ID
NO: 3 LYDIRHQIL.

[019] Em varias modalidades, o polipeptideo é encapsulado em um ou mais
lipossomas.

[020] Em varias modalidades, a composi¢ao farmacéutica é administrada ao
sujeito por inalagéo de aerossol ou por injegao intratraqueal ou intravenosa. Em varias
modalidades, a composigao farmacéutica € administrada ao sujeito por inje¢cao
intravenosa.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[021] A seguinte descrigdo detalhada de modalidades preferidas da invencéo
sera melhor compreendida quando lida em conjunto com os desenhos anexos. Com
o proposito de ilustrar a invengao, sdo mostradas nos desenhos modalidades que sao

presentemente preferidas. Deve ser entendido, no entanto, que a invencgao nao esta
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limitada as disposi¢des e instrumentalidades precisas das modalidades mostradas
nos desenhos.

[022] Figuras 1A e 1B: Camundongos C57BI/6 do tipo selvagem com idade de
8 a 10 semanas foram injetados com 2 pg/g de peso corporal de PIP-2 por meio de
um cateter intratraqueal (IT) ou por via intravenosa (IV). O peptideo injetado foi
dissolvido em solugcdo salina ou foi incorporado em lipossomas unilamelares
consistindo em dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), fosfatidilcolina de ovo (PC),
fosfatidilglicerol (PG) e colesterol (razdo molar de lipidios, 50:25:10:15).
Determinamos que os lipossomas contendo 75 % de DPPC ou 75 % de PC de ovo
(mais PG e colesterol) sdo igualmente eficazes para os lipossomas de
DPPC/PC/PGlcolesterol para distribuicdo intracelular de PIP-2. Os camundongos
foram sacrificados apds 5 min, os pulmdes foram perfundidos até a eliminagéo do
sangue e, em seguida, submetidos a perfusdo de recirculagdo sob condigbes de
temperatura controlada (37 °C) na presenga do indicador fluorescente Amplex red
mais peroxidase de rabano (HRP), de modo a monitorar a oxidagdo do Amplex red
por H202. A fluorescéncia das aliquotas do perfusato foi medida nos tempos indicados
e expressa como unidades arbitrarias de fluorescéncia (AFU). O aumento da
fluorescéncia com o tempo de perfusdo indica a producdo de H202 refletindo a
ativagdo da NADPH oxidase celular (NOX2). A administragdo de PIP-2 em solugéo
salina ndo tem efeito na taxa de produgdo de H202, mas PIP-2 em lipossomas
injetados tanto IT (Figura 1A) ou IV (Figura 1B) inibe marcadamente a geragédo de
H202.

[023] As Figuras 2A a 2F representam um curso de tempo de lesdo pulmonar
apos injecao intratraqueal de lipopolissacarideo (LPS), seguindo varios marcadores
de oxidacgdo de tecido e inflamagéo pulmonar. O lipopolissacarideo (LPS) bacteriano
(E. coli) foi administrado a camundongos C57BI/6 de tipo selvagem por injegao

intratraqueal (IT) a 5 pg/g de peso corporal. Os camundongos foram sacrificados em
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12, 16, 24, ou 48 h apos LPS como indicado. Os pulmdes foram removidos e lavados
com solucdo salina através da traqueia para obtencao do BALf; o pulmao foi entdo
homogeneizado. Os parametros de lesdo pulmonar foram células nucleadas e
proteinas no BALf e a raz&o de peso umido/seco do pulméao (P/D); para P/D, o peso
do loébulo superior esquerdo do pulméo foi medido antes e depois da secagem até
peso constante em um forno. Os indices de estresse oxidativo do tecido (linha inferior)
foram substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), 8-isoprostanos e
carbonilas de proteina medidos no homogenato de pulmao. Os valores s&do média +
para n = 4. * P <0,05 vs todos os outros valores; § p <0,05 vs 12 h, 16 he 24 h. A
Figura 2A representa substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). A Figura
2B representa 8-isoprostanos. A Figura 2C representa carbonilas de proteina no
homogenato de pulmao. A Figura 2D representa o numero de células no fluido de
lavagem broncoalveolar (BALF). A Figura 2E representa a proteina total em BALF. A
Figura 2F representa a razdo de peso umido e seco do pulmao.

[024] As Figuras 3A a 3F A lesdo pulmonar aguda (LPA) foi produzida com
LPS intratraqueal (5 mg/g de peso corporal). PIP-2 (2 ug/g de peso corporal) em
lipossomas foi administrado IT juntamente com LPS (0 h) ou intravenosamente (1V)
12 ou 16 h apos LPS. PIP-2 foi administrado IV para evitar um segundo “ataque” na
traqueia. Os camundongos foram sacrificados em 24 horas e os pulmdes foram
avaliados quanto a les&o pulmonar e estresse oxidativo do tecido. Os resultados s&o
média + SE para n = 4. * P <0,05 vs todos os outros grupos. A Figura 3A representa
o numero de células em BALF. A Figura 3B representa a proteina total em BALF. A
Figura 3C representa a razdo de peso umido e seco do pulmdo. A Figura 3D
representa TBARS. A Figura 3E representa 8-isoprostanos. A Figura 3F representa
carbonilas de proteina no homogenato de pulmao.

[025] Figuras 4A e 4B: A fosfolipase A2 de Prdx6 (aiPLA2) foi medida pela

liberagao de acido palmitico de dipalmitoilfosfatidilcolina sob condigbes acidas (pH 4)
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na auséncia de Ca?*. A Figura 4A: O efeito do aumento da concentragédo de PIP-2 na
atividade de aiPLA2 de Prdx6 humano recombinante. Figura 4B: O efeito do tratamento
com LPS e PIP-2 na atividade de aiPLA2 de pulmdes de camundongo. Os
camundongos (n = 3 para cada condi¢gao) foram tratados com LPS intratraqueal (2
Mg/g de peso corporal) sem ou com PIP-2 (2 ug/g de peso corporal) em lipossomas.
Os animais foram sacrificados as 6, 12, ou 24 horas apos receber LPS. Os pulmbes
foram limpos de sangue e homogeneizados. Os pulmdes de controle eram de
camundongos que n&o receberam LPS. * P <0,05 vs controle correspondente e vs
LPS + PIP-2; § P <0,05 vs LPS as 12 e 24 h.

[026] Figuras 5A e 5B: PIP-2, incorporado nos lipossomas, foi instilado
intratraquealmente antes do isolamento do pulmé&o. Figura 5A: Os pulmdes isolados
foram perfundidos em um sistema de recirculagdo com meio artificial. A atividade de
NOX2 foi estimulada pela adi¢ao de angiotensina Il (Ang Il). Amplex red juntamente
com peroxidase de rabano foram adicionados ao perfusato para deteccdo da
producdo de ROS. As aliquotas de perfusato foram analisadas em intervalos por
espectrofotometria para determinar a oxidacdo do Ampex red, indicando a produgao
de ROS. Os resultados sdo média + SE para N = 3 - 4. Figura 5B: Os camundongos
foram sacrificados 6, 12 ou 24 h apdés a administracdo de LPS (5 mg/g de peso
corporal) e os pulmdes foram perfundidos in situ por 15 min com solugdo salina
contendo um fluoréforo (diacetato de difluorofluoresceina, DFFDA). Os pulmdes foram
entdo homogeneizados e a fluorescéncia do homogenato pulmonar foi determinada
como um indice de producdo de ROS. Resultados para a Figura 5A e Figura 5B s&o
média + DP para N = 4. * P <0,05 vs LPS e LPS + PIP-2 correspondentes; § P <0,05
vs 12 h e 24 h LPS; AP <0,05 vs LPS correspondente.

[027] Figura 6: PIP-2 em lipossomas foi administrado a camundongos tanto
intratraquealmente (IT) quanto intravenosamente (IV) no tempo 0. Os pulmdes foram

colhidos em intervalos entre 4 e 72 h apds a administragéo de PIP-2, homogeneizados
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e analisados quanto a atividade de Prdx6-PLA2. O PIP-2 é eficaz por via IT ou IV com
um tempo calculado de 72 tempo para recuperacgao de ~ 50 h. Os resultados sdo média
+ SE paraN=3-4.

[028] Figuras 7A e 7B: graficos de Kaplan-Meier para sobrevivéncia. LPS (15
mg/g de peso corporal) foi administrado a todos os camundongos por: Figura 7A:
injegao intratraqueal (IT) ou Figura 7B: intraperitoneal (IP). PIP-2 em lipossomas ou
placebo (lipossomas isoladamente) foi administrado por via intravenosa (1V) 12 h apés
LPS (este € o tempo de tratamento zero) e, em seguida, em intervalos de 12 ou 24 h
para um total de 5 doses, conforme indicado pelas setas. Figura 7A: PIP-2 a 2 pg/g
de peso corporal; N = 14 para cada grupo. Figura 7B: PIP-2 a 2 ou 20 ug/g de peso
corporal; Grupo placebo, n = 8; Grupo PIP-2 de 2 mg, n = 7; Grupo PIP-2 de 20 mg, n
=10.

[029] Figura 8: O peptideo inibidor de PLA2 (PIP-2) inibe a produgdo de ROS
estimulada pela angiotensina Il (Ang Il) em pulm&o isolado de camundongo
perfundido. PIP-2 (2 pg/g de peso corporal) foi administrado a camundongos intactos
de tipo selvagem (WT) pela via IV. WT basal, WT controle e NOX2 nulo ndo receberam
o peptideo. Apdés 30 minutos, os pulmdes foram isolados de camundongos
anestesiados e perfundidos em um sistema de recirculagdo com Ang Il adicionado (50
MM) como um ativador Nox2 e Amplex red mais peroxidase de rabano para detectar
ROS de perfusdo. Os pulmbes basais do WT nao foram estimulados com Ang Il. Apés
um periodo de equilibrio de 15 minutos (denominado tempo zero), aliquotas foram
retiradas em intervalos de 15 minutos para analise de fluorescéncia. Cada ponto
plotado representa a média + SE para n = 3. As linhas foram tragadas pelo método
dos minimos quadrados. As taxas médias de redugao de ROS calculadas a partir da
inclinagcdo de cada linha s&o indicadas entre parénteses. * P <0,05 vs as outras 3

inclinagdes.
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[030] Figuras 9A e 9B: PIP-2 inibe o aumento da atividade de aiPLA2 do
pulm&o e o aumento da geragdo de ROS apos a administragao de LPS. LPS (5 pg/g
de peso corporal) foi administrado por instilagao intratraqueal (IT) juntamente com
lipossomas sozinhos (marcados como LPS) ou com PIP-2 em lipossomas (marcados
como + PIP-2). O controle eram lipossomas sozinhos sem LPS (marcados como
controle). Os camundongos foram sacrificados em 6, 12 ou 24 h apds LPS e os
pulmdes foram perfundidos in situ por 15 min com solugéo salina contendo o fluoréforo
(diacetato de difluorofluorosceina DFFDA). Os pulmdes foram homogeneizados e
analisados quanto a: Figura 9A: atividade de aiPLA2; Figura 9B: fluorescéncia do
homogenato de pulmdo como um indice de producdo de ROS. Os resultados séo a
meédia £ DP para N = 3 para A e N = 4 para B. * P <0,05 vs. Controle e + PIP-2 no
mesmo ponto de tempo; A P <0,05 vs. valor correspondente em 6 h.

[031] Figura 10: Efeito da composic¢ao de lipossomas na distribuigdo de PIP-2
aos pulmdes apos administragcao 1V. Mesmo protocolo para distribuicdo mediada por
lipossomas de PIP-2 por infusdo intravenosa que para as Figuras 5A a 5B. * % de
lipidio total; todos os lipossomas também continham 15 % de colesterol. + Média + SE
para n = 3 ou faixa para n = 2. PC ou DPPC dentro dos lipossomas tém eficacia
semelhante para liberagéo intracelular de PIP-2. A omiss&o de PG resulta em redugéo
de eficacia de ~ 10 %.

[032] Figura 11: “Protec&o” (%) por PIP-2 contra lesdo pulmonar avaliada 24
horas apo6s IT LPS. * Valores para efeito de PIP-2 com administracédo em 0,12 ou 16
h apos LPS. A protecao (%) contra lesdo pulmonar foi calculada como [1- (les&do com
PIP-2 - controle)/(apenas LPS - controle)]. “Protecao” por PIP-2 é > 75 %.

[033] Figura 12: indices de lesdo pulmonar em camundongos tratados com
PIP-2 que sobrevivem a altas doses de LPS. Os camundongos foram injetados com
LPS (15 png/g em peso): Linha B. intratraquealmente (IT); ou Linha C.

intraperitonealmente (IP). PIP-2 a 2 ug/g ou 20 ug/g de peso corporal em lipossomas
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foi injetado (IV) nos tempos indicados na Figura 7. Cinco dos camundongos
sobreviventes foram sacrificados 108 h apds o inicio do tratamento (120 h apos
administracdo de LPS). Os resultados s&o comparados aos valores para
camundongos de controle histérico (sem LPS) (Linha A). BALf, fluido de lavagem
broncoalveolar; TBARS, substancias reativas tiobarbituricas. Os valores s&o média +
SE para n = 4 para controle e n = 5 para LPS + PIP-2. Nenhum dos valores médios
para LPS + PIP-2 s&o estatisticamente diferentes (p> 0,05) do controle
correspondente. Os camundongos tratados com PIP-2 que sobreviveram 5 dias apos
LPS tinham pulm&es normais.

[034] Figura 13: Efeito de PIP-2 na lesdo pulmonar induzida por ventilagdo
(VILI). Os camundongos anestesiados foram ventilados mecanicamente por 6 h com
volume corrente de 12 ml/Kg de peso corporal com frequéncia respiratoria de 120/min
e 2 cm de H20 de pressédo expiratéria final positiva (PEEP). PIP-2 (2 ug/g peso
corporal) em lipossomas foi administrado por injegcdo IT no inicio da ventilagdo
mecanica e os camundongos foram sacrificados 6 h mais tarde. O controle representa
os valores para pulmdes normais (ndo ventilados). % de protegao foi calculada como
na Tabela 1. Os resultados sdo média + SE paran =4. * P <0,05 para VILI + PIP vs
VILI. PIP-2 protegido contra lesdo pulmonar associada a ventilagdo mecanica.

DESCRICAO DETALHADA

Definicbes

[035] A menos que definido de outra forma, todos os termos técnicos e
cientificos usados neste documento tém o mesmo significado como comumente
entendido por uma pessoa versada na técnica a qual a invencao pertence. Embora
quaisquer métodos e materiais semelhantes ou equivalentes aos descritos neste
documento possam ser usados na pratica para o teste da presente invengao, os
materiais e métodos preferidos sao descritos neste documento. Na descricao e

reivindicagdo da presente invengao, a seguinte terminologia sera usada.
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[036] Também deve ser entendido que a terminologia usada neste documento
tem a finalidade de descrever modalidades particulares apenas e nao se destina a ser
limitante.

[037] Os artigos “um” e “uma” sdo usados neste documento para se referir a
um ou mais de um (isto é, a pelo menos um) do objeto gramatical do artigo. A titulo
de exemplo, “um elemento” significa um elemento ou mais de um elemento.

[038] “A cerca de”, tal como aqui utilizado quando se refere a um valor
mensuravel, tal como uma quantidade, uma duragao temporal e semelhantes, destina-
se a abranger variagdes de + 20 % ou + 10 %, mais preferencialmente + 5 %, ainda
mais preferencialmente + 1 %, e ainda mais preferencialmente £+ 0,1 % do valor
especificado, uma vez que tais variagdes sdo apropriadas para realizar os métodos
divulgados.

[039] “Les&o pulmonar aguda” ou “ALI” conforme usado neste documento,
refere-se a uma sindrome caracterizada pelo inicio agudo de infiltrados pulmonares
bilaterais com hipoxemia que n&o esta associada a insuficiéncia cardiaca.

[040] Uma doencga ou disturbio € “aliviado” se a gravidade de um sintoma da
doenca ou disturbio, a frequéncia com que tal sintoma é experimentado por um
paciente, ou ambos, for reduzida.

[041] Conforme usado neste documento, o termo “composicdo” ou
“‘composigao farmacéutica” refere-se a uma mistura de pelo menos um composto util
dentro da invencdo com um portador farmaceuticamente aceitavel. A composicao
farmacéutica facilita a administracdo do composto a um paciente ou sujeito. Existem
varias técnicas de administragdo de um composto na técnica, incluindo, mas nao se
limitando a, administracdo intravenosa, oral, aerossol, parentérica, oftalmica,
pulmonar e tépica.

[042] Uma “quantidade eficaz” ou “quantidade terapeuticamente eficaz” de um

composto € que quantidade de composto que € suficiente para fornecer um efeito
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benéfico ao sujeito ao qual o composto € administrado. Uma “quantidade eficaz” de
um veiculo de entrega é que quantidade suficiente para ligar ou liberar efetivamente
um composto.

[043] Os termos “paciente”, “sujeito”, “individuo”, e semelhantes s&o usados
indistintamente neste documento e referem-se a qualquer animal, ou células do
mesmo, seja in vitro ou in situ, suscetiveis aos métodos descritos neste documento.
Em certas modalidades nao limitativas, o paciente, sujeito ou individuo é um ser
humano.

[044] Conforme usado neste documento, o termo “farmaceuticamente
aceitavel” se refere a um material, como um portador ou diluente, que n&o anula a
atividade bioldgica ou propriedades do composto e é relativamente nao toxico, ou seja,
o material pode ser administrado a um individuo sem causar efeitos biologicos
indesejaveis ou interagir de forma deletéria com nenhum dos componentes da
composicao em que esta contido.

[045] Conforme usado neste documento, o termo  “portador
farmaceuticamente aceitavel” significa um material, composicdo ou portador
farmaceuticamente aceitavel, tal como um enchimento liquido ou sdélido, estabilizador,
agente de dispersdo, agente de suspensao, diluente, excipiente, agente espessante,
solvente ou material encapsulante, envolvido no carregamento ou transporte de um
composto util dentro da invengdo dentro ou para o paciente de modo que possa
desempenhar a fungéo pretendida. Normalmente, essas construgdes sdo carregadas
ou transportadas de um 6rgéo, ou parte do corpo, para outro 6rgao ou parte do corpo.
Cada portador deve ser “aceitavel” no sentido de ser compativel com os outros
ingredientes da formulagao, incluindo o composto util na invengdo, e nao ser
prejudicial ao paciente. Alguns exemplos de materiais que podem servir como
portadores farmaceuticamente aceitaveis incluem: agucares, como lactose, glicose e

sacarose; amidos, como amido de milho e amido de batata; celulose, e seus
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derivados, tais como carboximetilcelulose de sodio, etilcelulose e acetato de celulose;
tragacanto em po; malte; gelatina; talco; excipientes, tais como manteiga de cacau e
ceras para supositorios; oleos, tais como 6leo de amendoim, 6leo de semente de
algodao, dleo de cartamo, 6leo de sésamo, azeite, 6leo de milho e déleo de soja; glicois,
tais como propilenoglicol; polidis, tais como glicerina, sorbitol, manitol e
polietilenoglicol; ésteres, tais como oleato de etil e laurato de etil; agar; agentes
tamponantes, tais como hidréoxido de magnésio e hidréxido de aluminio; agentes
tensoativos; acido alginico; agua apirogénica; solugao salina isotbnica; Solugdo de
Ringer; Alcool etilico; solugdes tampao de fosfato; e outras substancias ndo téxicas
compativeis empregadas em formulagdes farmacéuticas. Conforme usado neste
documento, “portador farmaceuticamente aceitavel” também inclui todos e quaisquer
revestimentos, agentes antibacterianos e antifungicos e agentes de retardo de
absorcao e semelhantes que sao compativeis com a atividade do composto util dentro
da invencgéao e sao fisiologicamente aceitaveis para o paciente. Os compostos ativos
suplementares também podem ser incorporados nas composi¢cdes. O “portador
farmaceuticamente aceitavel” pode incluir ainda um sal farmaceuticamente aceitavel
do composto util dentro da invencdo. Outros ingredientes adicionais que podem ser
incluidos nas composi¢cdes farmacéuticas utilizadas na pratica da invengcdo sao
conhecidos na técnica e descritos, por exemplo, em Remington's Pharmaceutical
Sciences (Genaro, Ed., Mack Publishing Co., 1985, Easton, PA), que é aqui
incorporado por referéncia.

[046] Conforme usado neste documento, “PIP-2” significa um peptideo tendo
SEQ ID NO: 1 LHDFRHQIL.

[047] Conforme usado neste documento, “PIP-4” significa um peptideo tendo
SEQ ID NO: 2 LYEIKHAQIL.

[048] Conforme usado neste documento, “PIP-5" significa um peptideo tendo

SEQ ID NO: 3 LYDIRHQIL.
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[049] Conforme usado neste documento, “tratar uma doenca ou disturbio”
significa reduzir a frequéncia com que um sintoma da doenga ou disturbio é
experimentado por um paciente. Doenca e disturbio sdo usados indistintamente aqui.

[050] Conforme wusado neste documento, “sepse” é uma condicdo
potencialmente fatal causada pela resposta do corpo a uma infeccéo e pode levar a
faléncia de multiplos érgéos.

[051] Conforme usado neste documento, o termo “tratamento” ou “tratando”
abrange profilaxia e/ou terapia. Consequentemente as composi¢gbes e métodos da
presente inveng¢ao nao sao limitados a aplicacdes terapéuticas e podem ser usados
em aplicagdes profilaticas. Portanto, “tratando” ou “tratamento” de um estado, disturbio
ou condigdo inclui: (i) prevenir ou retardar a aparéncia de sintomas clinicos do estado,
disturbio ou condigdo em desenvolvimento em um sujeito que pode ser afligido com
ou predisposto ao estado, disturbio ou condicdo mas ainda ndo experimenta ou exibe
sintomas clinicos ou subclinicos do estado, disturbio ou condigao, (ii) inibir o estado,
disturbio ou condig&o, ou seja, interromper ou reduzir o desenvolvimento da doenga
ou pelo menos um sintoma clinico ou subclinico disso, ou (iii) alivio da doenga, ou
seja, causando a regressdo do estado, disturbio ou condigdo ou pelo menos um de
seus sintomas clinicos ou subclinicos.

[052] Faixas: ao longo desta divulgagao, varios aspectos da invengao podem
ser apresentados em um formato de faixa. Deve ser entendido que a descricdo em
formato de faixa € meramente por conveniéncia e brevidade e nido deve ser
interpretada como uma limitag&o inflexivel no escopo da inveng¢ao. Por conseguinte,
a descri¢cado de uma faixa deve ser considerada como tendo divulgado especificamente
todas as subfaixas possiveis, bem como valores numeéricos individuais dentro dessa
faixa. Por exemplo, a descrigdo de uma faixa, como de 1 a 6, deve ser considerada
como tendo as subfaixas especificamente divulgadas, comode 1a3,de1a4,de 1a

5,de2a4,de 2 a6, de 3 ab etc., bem como numeros individuais dentro dessa faixa,
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por exemplo, 1, 2, 2,7, 3,4, 5, 5,3 e 6. Isso se aplica independentemente da amplitude
da faixa.

Descricéo

Composicoes

[053] A invencdo € baseada em parte na engenharia de inibidores de
peptideos especificos de aiPLA2 que podem ser usados para tratar ALI. A atividade
de inibicdo de aiPLA2 de varios peptideos da invencado € mostrada abaixo na Tabela
1

Tabela 1: Efeito dos peptideos na atividade de aiPLA2 de hPrdx6

recombinante

sequéncia Atividade em
nmol/min/mg de prot.
SEQ ID NO: 8 DEELQATLHDFRHQIL (16) humano PIP- 45,0
1
SEQ ID NO: 9 DEELQTELYEIKHAQIL (16) rato, 32,0
camundongo PIP-3
SEQ ID NO: 10 ELQTELYEIKHQIL (14) 33,2
SEQ ID NO: 11 QTELYEIKHQIL (12) 31,5
SEQ ID NO: 12 ELYEIKHQIL (10) 28,6
SEQ ID NO: 13 YEIKHQIL (8) 94,4
SEQ ID NO: 14 IKHQIL (6) 97,1
SEQ ID NO: 15 DEELQTELYEIKHQ (14) 102
SEQ ID NO: 16 DEELQTELYEIK (12) 95,7
SEQ ID NO: 17 DEELQTELYEI (10) 94,9
SEQ ID NO: 18 DEELQTEL (8) 93,6
hPrdx6 apenas (nenhum peptideo) 93,4
SEQ ID NO: 9 DEELQTELYEIKHQIL (16) r 20,1
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Tabela 2: Otimizacdo do tamanho de peptideo inibitério por efeito em

atividade de aiPLAz de proteina humana recombinante

sequéncia Atividade em
nmol/min/mg de prot.
SEQ ID NO: 19 TLHDFRHQIL (10) 31,5
SEQ ID NO: 1 LHDFRHQIL (9) PIP-2 29,9
SEQ ID NO: 20 TLHDFRHQI (9) 89,6
SEQ ID NO: 21 LHDFRHQI (8) 93,6
SEQ ID NO: 2 LYEIKHQIL (9) PIP-4 32,3
SEQ ID NO: 22 ELYEIKHAQI (9) 93,5
SEQ ID NO: 23 LYEIKHAQI (8) 92,1
hPrdx6 apenas 92,0
SEQ ID NO: 9 DEELQTELYEIKHQIL (16) r 32,0

Tabela 3: Substituicbes em PIP-2: efeito na inibicao de atividade de aiPLA2

de Prdx6 humano recombinante

amostra sequéncia Atividade em
nmol/min/mg de prot.
SNO019 SEQ ID NO: 24 LKIEYHQIL 97,67
SNO020 SEQ ID NO: 25 LRFDHHAQIL 98,97
SNO021 SEQ ID NO: 3 LYDIRHQIL-PIP- 29,74
5
SNO022 SEQ ID NO: 26 LHEFKHQIL 99,42
SNO023 SEQ ID NO: 27 LFKLEHQIL 97,95
SN024 SEQ ID NO: 28 LHDFRDQIL 102,04
SN025 SEQ ID NO: 29 LHDFRPQIL 101,34
SNO026 SEQ ID NO: 30 LHDFRHNIL 98,97
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* que ocorre

naturalmente

SNO029 SEQ ID NO: 31 LHDFRHIIL 97,30
SNO028 SEQ ID NO: 32 LHDFRHQLL 102,45
SNO029 SEQ ID NO: 33 LHDFRHQTL 100,35
Nenhum peptideo hPrdx6 apenas 99,91
PIP-2* SEQ ID NO: 1 LHDFRHQIL 26,18
(PIP-4)* (SEQ ID NO: 2 LYEIKHAQIL) Nao testado

[054] Consequentemente, em um aspecto, a

invencdo fornece

composi¢cao compreendendo um polipeptideo que consiste em:

SEQ ID NO: 4 X"X2X3X4X5LXEX"XEX HQIL

em que:

X' pode estar presente ou ausente e se presente é E;
X2 pode estar presente ou ausente e se presente é L;

X3 pode estar presente ou ausente e se presente é Q;

X* pode estar presente ou ausente e se presente é Aou T;

X5 pode estar presente ou ausente e se presente € T ou E;

X6éHouY;
X"éDoukE;
X8éFoul e

X°é Rou K.

uma

[055] Em varias modalidades, a composicdo compreende um polipeptideo que

consiste em SEQ ID NO: 1 LHDFRHQIL (PIP-2), SEQ ID NO: 2 LYEIKHQIL (PIP-4)

ou SEQ ID NO: 3 LYDIRHQIL (PIP-5). A composig¢ao da invengao pode ser fornecida

a sujeitos como uma composi¢cao farmacéutica. Consequentemente, em varias

modalidades, a composi¢gdo compreende ainda um portador farmaceuticamente

aceitavel. Como mostrado na Figura 1, os polipeptideos podem ser eficazmente

administrados em lipossomas. Consequentemente, em varias modalidades, o
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polipeptideo € encapsulado em um ou mais lipossomas. Em varias modalidades, a
composi¢cdo é formulada para inalagdo de aerossol ou inje¢do intratraqueal ou
intravenosa. Os portadores farmaceuticamente aceitaveis apropriados bem como
formulagdes inalaveis ou injetaveis sdo descritos em outro lugar neste documento.

Métodos de Tratamento de Les&o Pulmonar Aguda

[056] Em um outro aspecto, a invengao fornece um método de tratamento de
lesdo pulmonar aguda em um sujeito, o método compreendendo administrar ao sujeito
uma quantidade eficaz de uma composi¢cao farmacéutica compreendendo um
polipeptideo que consiste em:

SEQ ID NO: 4 X"X2X3X4X5LXEX"XEXHQIL

em que:

X' pode estar presente ou ausente e se presente é E;

X2 pode estar presente ou ausente e se presente é L;

X3 pode estar presente ou ausente e se presente é Q;

X* pode estar presente ou ausente e se presente é Aou T;

X5 pode ser T ou E;

XééHouY,;

X" é DouE;

X8éFoul;e

X% é RouK;

e um portador farmaceuticamente aceitavel.

[057] Em varias modalidades, o polipeptideo pode ser um polipeptideo que
consiste em SEQ ID NO: 1 LHDFRHQIL, SEQ ID NO: 2 LYEIKHQIL ou SEQ ID NO: 3
LYDIRHQIL. Em varias modalidades, o polipeptideo administrado ao sujeito &
encapsulado em um ou mais lipossomas. Em varias modalidades, a composig¢ao
farmacéutica € administrada ao sujeito por inalacdo de aerossol ou por injegao

intratraqueal ou intravenosa.
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Métodos de Tratamento de Sepse

[058] Em um outro aspecto, a invencao fornece um método de tratamento de
sepse em um sujeito, o método compreendendo administrar ao sujeito uma
quantidade eficaz de uma composicao farmacéutica compreendendo um polipeptideo
que consiste em:

SEQ ID NO: 4 X"X2X3X4X5LXEX"XEXHQIL

em que:

X' pode estar presente ou ausente e se presente é E;

X2 pode estar presente ou ausente e se presente é L;

X3 pode estar presente ou ausente e se presente é Q;

X* pode estar presente ou ausente e se presente é Aou T;

X5 pode ser T ou E;

XééHouY;

X" é DouE;

X8éFoul;e

X% é RouK;

e um portador farmaceuticamente aceitavel.

[059] Em varias modalidades, o polipeptideo pode ser um polipeptideo que
consiste em SEQ ID NO: 1 LHDFRHQIL, SEQ ID NO: 2 LYEIKHQIL ou SEQ ID NO: 3
LYDIRHQIL. Em varias modalidades, o polipeptideo administrado ao sujeito &
encapsulado em um ou mais lipossomas. Em varias modalidades, a composig¢ao
farmacéutica € administrada ao sujeito por inalacdo de aerossol ou por injegao
intratraqueal ou intravenosa. Em varias modalidades, a composicao farmacéutica é
administrada ao sujeito por injeg&o intravenosa.

Administragdo/Dosagem/Formulagdes

[060] O regime de administragdo pode afetar o que constitui uma quantidade

eficaz. As formulagdes terapéuticas podem ser administradas ao sujeito antes ou apos
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o inicio da lesdo. Além disso, varias dosagens divididas, bem como dosagens
escalonadas, podem ser administradas diariamente ou sequencialmente, ou a dose
pode ser infundida continuamente ou pode ser uma injecdo em bolus. Além disso, as
dosagens das formulagbes terapéuticas podem ser aumentadas ou diminuidas
proporcionalmente, conforme indicado pelas exigéncias da situagao terapéutica ou
profilatica.

[061] A administracdo das composi¢cdes da presente invencdo a um paciente,
preferencialmente um mamifero, mais preferencialmente um ser humano, pode ser
realizada usando procedimentos conhecidos, em dosagens e por periodos de tempo
eficazes para tratar uma lesdo pulmonar no paciente. Uma quantidade eficaz do
composto terapéutico necessario para atingir um efeito terapéutico pode variar de
acordo com fatores como o estado da doenca ou disturbio no paciente; a idade, sexo
e peso do paciente; e a capacidade do composto terapéutico para tratar ou prevenir
lesdo pulmonar aguda no paciente. Os regimes de dosagem podem ser ajustados
para fornecer a resposta terapéutica ideal. Por exemplo, varias doses divididas podem
ser administradas diariamente ou a dose pode ser reduzida proporcionalmente
conforme indicado pelas exigéncias da situacdo terapéutica. Um exemplo né&o
limitativo de um intervalo de dose eficaz para um composto terapéutico da invencao é
de cerca de 1 e 5.000 mg/kg de peso corporal/por dia. Uma pessoa versada na técnica
seria capaz de estudar os fatores relevantes e fazer a determinacido em relagcéo a
quantidade eficaz do composto terapéutico sem experimentagao indevida.

[062] Os niveis de dosagem reais dos ingredientes ativos nas composi¢des
farmacéuticas desta invencado podem ser variados de modo a obter uma quantidade
do ingrediente ativo que seja eficaz para atingir a resposta terapéutica desejada para
um determinado paciente, composi¢cao e modo de administragdo, sem ser toxico para

0 paciente.
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[063] Em particular, o nivel de dosagem selecionado depende de uma
variedade de fatores, incluindo a atividade do composto particular empregado, o
tempo de administragdo, a taxa de excregao ou degradagao do composto, a duragéao
do tratamento, outros farmacos, compostos ou materiais usados em combinagdo com
0 composto, a idade, sexo, peso, condi¢do, saude geral e histérico médico anterior do
paciente a ser tratado, e fatores semelhantes bem conhecidos nas técnicas médicas.

[064] Um médico, por exemplo, médico ou veterinario, com habilidade comum
na técnica pode facilmente determinar e prescrever a quantidade eficaz da
composi¢cdo farmacéutica necessaria. Por exemplo, o0 médico ou veterinario pode
iniciar doses dos compostos da invengdo empregues na composi¢cao farmacéutica em
niveis mais baixos do que os necessarios para atingir o efeito terapéutico desejado e
aumentar gradualmente a dosagem até que o efeito desejado seja alcangado.

[065] Em modalidades particulares, € especialmente vantajoso formular o
composto na forma de dosagem unitaria para facilidade de administracdo e
uniformidade de dosagem. A forma de dosagem unitaria conforme aqui usada refere-
se a unidades fisicamente discretas adequadas como dosagens unitarias para os
pacientes a serem tratados; cada unidade contendo uma quantidade predeterminada
de composto terapéutico calculada para produzir o efeito terapéutico desejado em
associagao com o veiculo farmacéutico necessario. As formas de dosagem unitaria
da invengdo sdo ditadas por e diretamente dependentes de (a) as caracteristicas
unicas do composto terapéutico e o efeito terapéutico particular a ser alcangado, e (b)
as limitagdes inerentes a técnica de composi¢ao/formulagao de tal agente terapéutico
composto para o tratamento de uma lesdo pulmonar em um paciente.

[066] O portador pode ser um solvente ou meio de dispersao contendo, por
exemplo, agua, etanol, poliol (por exemplo, glicerol, propilenoglicol e polietilenoglicol

liquido e semelhantes), misturas adequadas dos mesmos e Oleos vegetais.
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[067] Em certas modalidades, as composi¢des da invencao sdo administradas
ao paciente em dosagens que variam de uma a cinco vezes por dia ou mais. Em outras
modalidades, as composi¢des da invengao sao administradas ao paciente em uma
faixa de dosagens que incluem, mas nao estdo limitadas a uma vez por dia, a cada
dois dias, a cada trés dias a uma vez por semana e uma vez a cada duas semanas.
E prontamente aparente para uma pessoa versada na técnica que a frequéncia de
administragao das varias composi¢cdes de combinagao da invencdo varia de individuo
para individuo, dependendo de muitos fatores, incluindo, mas nao se limitando a,
idade, doenga ou disturbio a ser tratado, género, saude geral e outros fatores. Assim,
a invengéo n&o deve ser interpretada como limitada a qualquer regime de dosagem
particular e a dosagem e composi¢ao precisas a serem administradas a qualquer
paciente sdo determinadas pelo atendimento médico levando em consideracao todos
0s outros fatores sobre o paciente.

[068] Os compostos da invencao para administragdo podem ser na faixa de
cerca de 1 ug a cerca de 10.000 mg, cerca de 20 pg a cerca de 9.500 mg, cerca de
40 pg a cerca de 9.000 mg, cerca de 75 ug a cerca de 8.500 mg, cerca de 150 ug a
cerca de 7.500 mg, cerca de 200 ug a cerca de 7.000 mg, cerca de 350 ug a cerca
de 6.000 mg, cerca de 500 ug a cerca de 5.000 mg, cerca de 750 ug a cerca de 4.000
mg, cerca de 1 mg a cerca de 3.000 mg, cerca de 10 mg a cerca de 2.500 mg, cerca
de 20 mg a cerca de 2.000 mg, cerca de 25 mg a cerca de 1.500 mg, cerca de 30
mg a cerca de 1.000 mg, cerca de 40 mg a cerca de 900 mg, cerca de 50 mg a cerca
de 800 mg, cerca de 60 mg a cerca de 750 mg, cerca de 70 mg a cerca de 600 mg,
cerca de 80 mg a cerca de 500 mg, e todo e qualquer incremento total ou parcial entre
eles.

[069] Em algumas modalidades, a dose de um composto da invengao € de
cerca de 1 mg e cerca de 2.500 mg. Em algumas modalidades, uma dose de um

composto da invengao usada em composi¢coes descritas aqui € menos do que cerca
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de 10.000 mg, ou menos do que cerca de 8.000 mg, ou menos do que cerca de 6.000
mg, ou menos do que cerca de 5.000 mg, ou menos do que cerca de 3.000 mg, ou
menos do que cerca de 2.000 mg, ou menos do que cerca de 1.000 mg, ou menos do
que cerca de 500 mg, ou menos do que cerca de 200 mg, ou menos do que cerca de
50 mg. Da mesma forma, em algumas modalidades, uma dose de um segundo
composto como descrito aqui € menos do que cerca de 1.000 mg, ou menos do que
cerca de 800 mg, ou menos do que cerca de 600 mg, ou menos do que cerca de 500
mg, ou menos do que cerca de 400 mg, ou menos do que cerca de 300 mg, ou menos
do que cerca de 200 mg, ou menos do que cerca de 100 mg, ou menos do que cerca
de 50 mg, ou menos do que cerca de 40 mg, ou menos do que cerca de 30 mg, ou
menos do que cerca de 25 mg, ou menos do que cerca de 20 mg, ou menos do que
cerca de 15 mg, ou menos do que cerca de 10 mg, ou menos do que cerca de 5 mg,
ou menos do que cerca de 2 mg, ou menos do que cerca de 1 mg, ou menos do que
cerca de 0,5 mg, e todo e qualquer incremento total ou parcial do mesmao.

[070] Em certas modalidades, a presente invengdo € direcionada a uma
composicao farmacéutica embalada que compreende um recipiente contendo uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto da invencdo, sozinho ou em
combinagdo com um segundo agente farmacéutico; e instrugbes para usar o
composto para tratar, prevenir ou reduzir um ou mais sintomas de lesdo pulmonar
aguda em um paciente.

[071] As formulagdes podem ser empregadas em misturas com excipientes
convencionais, isto €, substancias portadoras organicas ou inorganicas
farmaceuticamente aceitaveis adequadas para oral, parentérica, nasal, intravenosa,
subcutanea, enteral ou qualquer outro modo de administracdo adequado, conhecido
na técnica. As preparagdes farmacéuticas podem ser esterilizadas e, se desejado,
misturadas com agentes auxiliares, por exemplo, lubrificantes, conservantes,

estabilizantes, agentes umectantes, emulsificantes, sais para influenciar os tampdes
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de pressao osmotica, corantes, aromatizantes e/ou substancias aromaticas e
semelhantes. Eles também podem ser combinados quando desejado com outros
agentes ativos, por exemplo, outros agentes analgésicos.

[072] As vias de administracdo de qualquer uma das composi¢cdes da
invencdo incluem oral, nasal, retal, intravaginal, parentérica, bucal, sublingual ou
tépica. Os compostos para uso na invencao podem ser formulados para administracao
por qualquer via adequada, tal como por via oral ou parentérica, por exemplo,
administragdo transdérmica, transmucosa (por exemplo, sublingual, lingual, (trans)
bucal, (trans) uretral, vaginal (por exemplo , trans- e perivaginalmente), (intra) nasal e
(trans) retal), intravesical, intrapulmonar, intraduodenal, intragastrico, intratecal,
subcutanea, intramuscular, intradérmica, intra-arterial, intravenosa, intrabrénquica,
inalagao e topica.

[073] As composi¢cdes e formas de dosagem adequadas incluem, por
exemplo, comprimidos, capsulas, caplets, pilulas, capsulas de gel, trociscos,
dispersbes, suspensodes, solugbes, xaropes, granulos, granulos, adesivos
transdérmicos, géis, pds, pelotas, magmas, pastilhas, cremes, pastas, emplastros,
logbes, discos, supositorios, sprays liquidos para administragéo nasal ou oral, pé seco
ou formulagdes em aerossol para inalacdo, composicoes e formulagbes para
administracao intravesical e semelhantes. Deve ser entendido que as formulagdes e
composi¢gbes que seriam Uuteis na presente invengdo ndo estdo limitadas as
formulagdes e composi¢des particulares que sao aqui descritas.

Administracdo Oral

[074] Para aplicacédo oral, sdo particularmente adequados os comprimidos,
drageas, liquidos, gotas, supositorios ou capsulas, comprimidos ovais e capsulas de
gel. As composigdes destinadas ao uso oral podem ser preparadas de acordo com
qualquer método conhecido na técnica e tais composi¢des podem conter um ou mais

agentes selecionados do grupo que consiste em excipientes farmaceuticamente
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inertes, ndo toxicos que sao adequados para a fabricagdo de comprimidos. Esses
excipientes incluem, por exemplo, um diluente inerte como a lactose; agentes de
granulacao e desintegragao tais como amido de milho; agentes de ligagéo, tais como
amido; e agentes lubrificantes, tais como estearato de magnésio. Os comprimidos
podem ser ndo revestidos ou podem ser revestidos por técnicas conhecidas para fins
de elegéancia ou para retardar a liberagédo dos ingredientes ativos. As formulagdes para
uso oral também podem ser apresentadas como capsulas de gelatina dura em que o
ingrediente ativo € misturado com um diluente inerte.

[075] A presente invengdo também inclui um comprimido multicamadas
compreendendo uma camada que proporciona a liberagao retardada de um ou mais
compostos da inveng¢do, e uma outra camada que fornece a liberagao imediata de um
farmaco para o tratamento de certas doengas ou disturbios. Usando uma mistura de
polimero sensivel a cera/pH, uma composigao insoluvel gastrica pode ser obtida na
qual o ingrediente ativo € aprisionado, garantindo sua liberagao retardada.

Administragdo Parentérica

[076] Para administracdo parentérica, os compostos da invengédo podem ser
formulados para injegdo ou infusdo, por exemplo, inje¢do ou infusdo intravenosa,
intramuscular ou subcutanea, ou para administragdo em uma dose de bolus e/ou
infusdo continua. Podem ser utilizadas suspensdes, solugbes ou emulsdes em um
veiculo oleoso ou aquoso, contendo opcionalmente outros agentes de formulagéo, tais
como agentes de suspensao, estabilizagao e/ou disperséo.

Formas de Administragao Adicionais

[077] As formas de dosagem adicionais desta invengao incluem as formas de
dosagem como descritas nas Patentes U.S. N° 6.340.475; 6.488.962; 6.451.808;
5.972.389; 5.582.837; e 5.007.790. As formas de dosagem adicionais desta invengéo
também incluem as formas de dosagem como descritas nos Pedidos de Patente U.S.

Nos 20030147952; 20030104062; 20030104053; 20030044466; 20030039688; e
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20020051820. As formas de dosagem adicionais desta invengédo também incluem as
formas de dosagem descritas nos Pedidos PCT N°s WO 03/35041; WO 03/35040; WO
03/35029; WO 03/35177; WO 03/35039; WO 02/96404; WO 02/32416; WO 01/97783;
WO 01/56544; WO 01/32217; WO 98/55107; WO 98/11879; WO 97/47285; WO
93/18755; e WO 90/11757.

Formulagdes de Liberacdo Controlada e Sistemas de Administracdo de
Farmaco

[078] Em certas modalidades, as formulagdes da presente invengado podem
ser, mas nao estao limitadas a formulacdes de curto prazo, de deslocamento rapido,
bem como controladas, por exemplo, liberacdo sustentada, liberagdo retardada e
liberacéo pulsatil.

[079] O termo liberac&o sustentada é usado em seu sentido convencional para
se referir a uma formulagdo de farmaco que fornece a liberagdo gradual de um
farmaco ao longo de um periodo de tempo prolongado e que pode, embora nao
necessariamente, resultar em niveis de sangue substancialmente constantes de um
farmaco ao longo de um periodo de tempo prolongado. O periodo de tempo pode ser
tdo longo quanto um més ou mais e deve ser uma liberagdo que seja mais longa do
que a mesma quantidade de agente administrado em forma de bolus.

[080] Para liberacdo sustentada, os compostos podem ser formulados com
um polimero adequado ou material hidrofébico que proporciona propriedades de
liberacdo sustentada aos compostos. Como tal, os compostos para usar o método da
invencao podem ser administrados na forma de microparticulas, por exemplo, por
injecdo ou na forma de bolachas ou discos por implantagéo.

[081] Em uma modalidade da invencdo, os compostos da invengao sao
administrados a um paciente, sozinhos ou em combinacdo com outro agente

farmacéutico, usando uma formulagao de liberagédo sustentada.
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[082] O termo liberacéo retardada é usado neste documento em seu sentido
convencional para se referir a uma formulagao de farmaco que fornece uma liberagao
inicial do farmaco apos algum atraso apos a administragado do farmaco e que pode,
embora ndo necessariamente, incluir um atraso de cerca de 10 minutos até cerca de
12 horas.

[083] O termo liberagao pulsatil € aqui utilizado no seu sentido convencional
para se referir a uma formulagao de farmaco que proporciona a liberacao do farmaco
de forma a produzir perfis de plasma pulsado do farmaco apos a administracdo do
farmaco.

[084] O termo liberacdo imediata € usado em seu sentido convencional para
se referir a uma formulacdo de farmaco que fornece a liberacdo do farmaco
imediatamente apds a administragado do farmaco.

[085] Conforme usado neste documento, curto prazo refere-se a qualquer
periodo de tempo até e incluindo cerca de 8 horas, cerca de 7 horas, cerca de 6 horas,
cerca de 5 horas, cerca de 4 horas, cerca de 3 horas, cerca de 2 horas, cerca de 1
hora, cerca 40 minutos, cerca de 20 minutos ou cerca de 10 minutos e qualquer ou
todos os seus incrementos totais ou parciais apos a administracdo do farmaco apés a
administracao do farmaco.

[086] Conforme usado neste documento, deslocamento rapido se refere a
qualquer periodo de tempo até e incluindo cerca de 8 horas, cerca de 7 horas, cerca
de 6 horas, cerca de 5 horas, cerca de 4 horas, cerca de 3 horas, cerca de 2 horas,
cerca de 1 hora, cerca de 40 minutos, cerca de 20 minutos ou cerca de 10 minutos, e
todo e qualquer incremento total ou parcial apés a administracdo do farmaco.

Dosagem

[087] A quantidade ou dose terapeuticamente eficaz de um composto da
presente invencao depende da idade, sexo e peso do paciente, a condicdo médica

atual do paciente e a progressao da lesdo pulmonar aguda no paciente a ser tratado.
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A pessoa versada na técnica é capaz de determinar as dosagens apropriadas
dependendo destes e de outros fatores.

[088] Uma dose adequada de um composto da presente invengao pode ser
na faixa de cerca de 0,01 mg a cerca de 5.000 mg per dia, como de cerca de 0,1 mg
a cerca de 1.000 mg, por exemplo, de cerca de 1 mg a cerca de 500 mg, como cerca
de 5 mg a cerca de 250 mg por dia. A dose pode ser administrada em uma dosagem
unitaria ou em varias dosagens, por exemplo de 1 a 4 ou mais vezes por dia. Quando
varias dosagens s&o usadas, a quantidade de cada dosagem pode ser a mesma ou
diferente. Por exemplo, uma dose de 1 mg por dia pode ser administrada como duas
0,5 mg doses, com cerca de um intervalo de 12 horas entre doses.

[089] Entende-se que a quantidade de composto dosado por dia pode ser
administrada, em exemplos n&o limitativos, todos os dias, qualquer outro dia, a cada
2 dias, a cada 3 dias, a cada 4 dias ou a cada 5 dias. Por exemplo, com a
administracdo em dias alternados, uma dose de 5 mg por dia pode ser iniciada na
segunda-feira com uma primeira dose subsequente de 5 mg por dia administrada na
quarta-feira, uma segunda dose subsequente de 5 mg por dia administrada na sexta-
feira e assim por diante.

[090] No caso em que o estado do paciente melhora, a critério do médico, a
administracdo do inibidor da invencdo € opcionalmente dada continuamente;
alternativamente, a dose de farmaco a ser administrada é temporariamente reduzida
ou temporariamente suspensa por um certo periodo de tempo (ou seja, um “feriado
de farmaco”). A duracédo do feriado do farmaco opcionalmente varia entre 2 dias e 1
ano, incluindo apenas a titulo de exemplo, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias,
10 dias, 12 dias, 15 dias, 20 dias, 28 dias, 35 dias, 50 dias, 70 dias, 100 dias, 120
dias, 150 dias, 180 dias, 200 dias, 250 dias, 280 dias, 300 dias, 320 dias, 350 dias ou

365 dias. A reducao da dose durante um feriado de farmaco inclui de 10 % a 100 %,
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incluindo, por via de exemplo apenas, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45
%, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, ou 100 %.

[091] Uma vez que a melhora das condi¢cdes do paciente ocorreu, uma dose
de manutengao € administrada, se necessario. Subsequentemente, a dosagem ou a
frequéncia de administragdo, ou ambas, é reduzida, em fungdo da carga viral, a um
nivel em que a doenga melhorada é retida. Em certas modalidades, os pacientes
requerem tratamento intermitente a longo prazo em qualquer recorréncia dos sintomas
e/ou infecgao.

[092] Os compostos para uso no método da invencdo podem ser formulados
na forma de dosagem unitaria. O termo "forma de dosagem unitaria" refere-se a
unidades fisicamente discretas adequadas como dosagem unitaria para pacientes em
tratamento, com cada unidade contendo uma quantidade predeterminada de material
ativo calculada para produzir o efeito terapéutico desejado, opcionalmente em
associagao com um portador farmacéutico adequado. A forma de dosagem unitaria
pode ser para uma unica dose diaria ou uma de varias doses diarias (por exemplo,
cerca de 1 a 4 ou mais vezes por dia). Quando varias doses diarias sdo usadas, a
forma de dosagem unitaria pode ser a mesma ou diferente para cada dose.

[093] A toxicidade e a eficacia terapéutica de tais regimes terapéuticos s&o
determinadas opcionalmente em culturas de células ou animais experimentais,
incluindo, mas n&o se limitando a, a determinagéo do LDso (a dose letal para 50 % da
populacdo) e do EDso (a dose terapeuticamente eficaz em 50 % da populagéo). A
razao da dose entre os efeitos tdxicos e terapéuticos é o indice terapéutico, que é
expresso como a razao entre LDso e EDso. Os dados obtidos a partir de ensaios de
cultura de células e estudos em animais sdo opcionalmente usados na formulagao de
uma faixa de dosagem para uso em seres humanos. A dosagem de tais compostos
encontra-se preferencialmente dentro de uma faixa de concentragdes circulantes que

incluem o EDso com toxicidade minima. A dosagem opcionalmente varia dentro desta
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faixa dependendo da forma de dosagem empregue e da via de administragdo
utilizada.

[094] As pessoas versadas na técnica reconhecerdo, ou serdo capazes de
determinar usando ndao mais do que experimentagdo de rotina, numerosos
equivalentes aos procedimentos, modalidades, reivindicagcdes e exemplos especificos
descritos neste documento. Tais equivalentes foram considerados como estando
dentro do escopo desta invengdo e cobertos pelas reivindicagdes anexas. Por
exemplo, deve ser entendido que as modificacdes nas condi¢gdes de reacdo, incluindo,
mas n&o se limitando a tempos de reagéo, tamanho/volume da reagao e reagentes
experimentais, tais como solventes, catalisadores, pressodes, condicoes atmosféricas,
por exemplo, atmosfera de nitrogénio e redugao/agentes oxidantes, com alternativas
reconhecidas na técnica e usando ndo mais do que experimentacio de rotina, estdo
dentro do escopo do presente pedido.

[095] Deve ser entendido que onde quer que os valores e faixas sejam
fornecidos neste documento, todos os valores e faixas abrangidos por esses valores
e faixas devem ser abrangidos pelo escopo da presente invengao. Além disso, todos
os valores que caem dentro dessas faixas, bem como os limites superior ou inferior
de uma faixa de valores, também sao contemplados pelo presente pedido.

EXEMPLOS EXPERIMENTAIS

[096] A invengao € ainda descrita em detalhe com referéncia aos seguintes
exemplos experimentais. Esses exemplos sao fornecidos apenas para fins de
ilustracdo e ndo se destinam a ser limitantes, a menos que especificado de outra
forma. Assim, a invengdo ndo deve de forma alguma ser interpretada como sendo
limitada aos seguintes exemplos, mas, em vez disso, deve ser interpretada de forma
a abranger todas e quaisquer variagdes que se tornem evidentes como resultado dos

ensinamentos aqui fornecidos.
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[097] Sem descricdo adicional, acredita-se que uma pessoa versada na
técnica pode, usando a descrigdo anterior e os seguintes exemplos ilustrativos, fazer
e utilizar os compostos da presente invengao e praticar os métodos reivindicados. Os
seguintes exemplos de trabalho, portanto, apontam especificamente as modalidades
preferidas da presente invencado e ndo devem ser interpretados como limitando de
qualquer forma o restante da divulgacéo.

Exemplo 1: Atividade de peptideos PIP in vivo

[098] Os camundongos foram injetados com PIP-2 (2 ug/g de peso corporal)
tanto lipossomas (ver Figura 1) quanto IT (Figura 1A) ou IV (Figura 1B); estes
lipossomas continham o tragador [*H] na posigéo 9,10 do palmitato sn-2 de DPPC. Os
pulmdes foram retirados de camundongos e estudados em sistema isolado. A
inclinagdo das linhas indica a produgéo de oxidantes (H202).

[099] PIP-2 em lipossomas injetados IV ou IT inibe a atividade de Prdx6 do
homogenato de pulmao. A inibicdo maxima foi observada dentro de 4 horas apds a
administracao de PIP-2. A recuperagao da inibigdo comegou em ~ 36 horas e foi
concluida em 48 horas. Os resultados sdo semelhantes para PIP-1,2,4 (PIP-3 e -5 néo
foram testados). Com base nos resultados do camundongo, PIP-2 ou 4 pode ser
administrado uma vez a cada 24 a 36 horas para manter a inibigdo maxima da
atividade de Prdx6 e ativagao de NOX2. A eficacia requer lipossomas para a liberagao
do peptideo. A inibicdo apos a administracdo de IT ou IV foi semelhante. Os dados
sao apresentados nas Tabelas 4 a 6, abaixo.

Tabela 4: Atividade de aiPLA2 do pulm&o de camundongo 24 horas apés a

injecdo de PIP-4 IV com e sem lipossomas para liberagcdo
atividade de aiPLA2 em nmol/h/mg de

prot.
Controle 8,81+0,2(n=23)
(lipossomas apenas)
N=3
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PIP-4

(em lipossomas)

1,55 £ 0,02 (n=3)

PIP-4

(sozinho, sem lipossomas)

8,43 + 0,23 (n=3)

PIP-4 = 2 ug/g em peso de camundongos. Média +/- SE; n=3.

Tabela 5: Atividade de aiPLA2 de e homogenato de pulmdo de camundongo

em aumento de tempo apéds a injegdo de IT ou IV de PIP-2: Persisténcia in vivo

Intratraqueal (IT) Intravenosa (1V)
Tempo (h), pds injegao Atividade de aiPLA2 em nmol/h/mg de proteina
0 8,84 + 0,35 (100) 8,85+ 0,3 (100)
4 1,56 £ 0,03 (18) 1,45 + 0,07 (16)
12 1,61 + 0,04 (18) 1,58 + 0,04 (18)
24 1,63 + 0,14 (18) 1,77 £ 0,11 (20)
36 2,04 £ 0,04 (27) 2,14 £ 0,03 (24)
48 2,95+ 0,10 (33) 3,03 £ 0,05 (34)
72 8,78 + 0,18 (99) 8,49 + 0,10 (96)

Tabela 6: Atividade de Prdx6-PLA2 de homogenato de pulmao de

camundongo em aumento de tempo apds a injecdo de IT ou IV de PIPs

Intratraqueal (IT)* | Intravenoso (1V) IT* \Y
PIP-1 PIP-1 PIP-2 PIP-4
Tempo, pos Atividade de Prdx6-PLA2
injecao nmol/h/mg de proteina
0 9,0+£0,2 8,8+0,3 8,1+0,3 8,0+0,7
4 h 1,6 £0,1 1,4 - -
12 h 1,6 £0,1 1,5 - -
24 h 1,7+0,2 1,8 0,1 1,2 +£0,02 1,1+ 0,02
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48 h 29+0,2 - 3,0+0,2 28+0,2
72h - - 8,3+0,9 7,8+1,2
96 h - - - 8,1+0,2

* Os pulmbes foram lavados antes do ensaio para evitar possiveis efeitos do
peptideo SP-A néo internalizado.

Exemplo 2: Curso de tempo da lesdo apos IT LPS.

[0100] O lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (E. coli) foi administrado a
camundongos C57BI/6 de tipo selvagem por injecéo intratraqueal (IT) a 5 ug/g de peso
corporal. Os camundongos foram sacrificados em 12, 16, 24 ou 48 horas apés LPS
como indicado. Os pulmdes foram removidos e lavados com solugcdo salina através
da traqueia para obtencao do LBA; o pulmé&o foi entdo homogeneizado. Os parametros
medidos foram células nucleadas e proteinas no BALF, substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), 8-isoprostanos e carbonilas de proteinas no homogenato de
pulméo e a razdo de peso umido de pulm&o para peso seco (P/D). Os valores sao
médios + paran =4,

[0101] Como mostrado na Figura 2, células aumentadas em BALF refletem
inflamacao, proteina em BALF e razdo de peso umido/seco aumentada refletem
permeabilidade alveolar alterada, TBARS e 8-isoprostanos refletem peroxidacao
lipidica da membrana celular e carbonilas de proteina refletem oxidacao de proteinas
do tecido. Todos esses efeitos sdo caracteristicos da sindrome de ALl. Ha les&o
pulmonar significativa apdés uma dose unica de LPS que permanece essencialmente
inalterada entre 12 a 24 horas apds o LPS. A recuperagao parcial € observada em 48
horas. A lesdao pulmonar com LPS é relativamente estavel em 12 a 24 horas;
presumivelmente, isso reflete um equilibrio entre a lesdo pulmonar em curso e os

processos de recuperacdo. Os dados sao apresentados na Tabela 7, abaixo.
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Tabela 7: Curso de tempo da lesdo apos IT LPS

Condicao # de células Proteina Total TBARS em 8- Carbonilas de | Razéo em
em BALT (x em BALT (ug/g pmol/mg de Isoprostanos proteina em peso
10%/g em peso em peso prot. em nmol/mg de seco/umido
corporal) corporal) pmol/mg de prot. de pulmao
prot.
Controle 0,97 + 0,06 77+2 75 £2,03 0,33 +0,03 56 0,2 5,61 +£0,02
LPS, 7,94 +0,54 153 +4 374 +£14 1,01 £0,11 15,9 £0,7 8,35 + 0,15
sacrificio@12 h
LPS, 8,43 £0,15 156 +3 379 £22 1,05 +0,04 16,7 £ 0,4 8,32 £0,15
sacrificio@16 h
LPS, 8,57 +0,53 162 +2 368 +12 1,04 £0,13 16,4 +1,4 7,84 £0,34
sacrificio@24 h
LPS, 5,20 +0,2 107 1 214 +9,4 0,75 +0,02 8,52 +0,3 6,39 +04
sacrificio@48 h
LPS 5 ug/g

Exemplo 3: PIP-2 protege contra les&o pulmonar

[0102] O modelo IT de lesdo pulmonar aguda (LPA), conforme mostrado na
Tabela 9, foi usado para testar os efeitos do PIP-2. PIP-2 (2 ug/g de peso corporal)
em lipossomas foi administrado IT juntamente com LPS (0 horas) ou
intravenosamente (IV) 12 ou 16 horas apds LPS. A administragao IV de PIP-2 foi
usada para evitar um segundo “ataque” a traqueia. Os camundongos foram
sacrificados em 24 horas e os pulmbdes foram avaliados quanto a lesdo conforme
descritos na Tabela 9. A protegao (%) contra lesdo pulmonar foi calculada como [1-
(lesédo com PIP-2 - controle)/(apenas LPS - controle)]. Os resultados sdo média + SE
paran =4.* P <0,01 vs controle. T P <0,01 vs sem PIP, 24 horas.

[0103] Como mostrado na Figura 3, a administragao de PIP-2 junto com LPS
preveniu completamente a lesdo pulmonar quando avaliada 24 horas apds a
administracao de LPS. PIP-2 administrado em 12 ou 16 horas apds LPS forneceu
cerca de 85 a 95 % de protegao contra lesdo pulmonar avaliada em 24 horas apos
LPS. Os efeitos do PIP-2 sdo muito dramaticos. PIP-2 ou PIP-4 previne lesao
pulmonar quando administrado no momento 0 e quando administrado em 12 a 16

horas, evita lesbes adicionais permitindo que o pulmao danificado se cure durante o
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intervalo entre 12 a 16 horas apds LPS e o sacrificio @ 24 horas (h) Assim, PIP-2 e

PIP-4 podem prevenir e tratar lesées pulmonares. Os dados para varios marcadores

de lesao pulmonar sédo apresentados nas Tabelas 8 a 11.

Tabela 8: Efeito de PIP-2 na inflamacdo e edema apés LPS

Condicao # de células mg de proteina/g | Razao em peso
x10%/g em peso em peso de pulmao
seco/umido
Controle 0,95+0,16 75+1,3 5,59 0,03
Sem LPS
LPS (IT) 8,67 + 0,53 164 + 2 8,10 + 0,22
sacrificio@24 h
LPS IT, PIP-2 IT@0 h 0,92 + 0,02 71t 5,50 +0,04
Sacrificio em 24 h
LPSIT, PIP-2 IV@12 h 1,45 + 0,03 84+1,2 5,95 £ 0,02
Sacrificio em 24 h
LPSIT, PIP-2 IV @ 16 h, 1,43 + 0,2 82,0 + 1,2 6,19 +0,06
Sacrificio em 24 h

N =4, PIP-2 concentragao (2 pg/g em peso de camundongos), LPS 5 ug/g

Tabela 9: Efeito de PIP-2 na oxidag¢ao do tecido pulmonar apés LPS

Condicao TBARS em 8 -Isoprostanos em | Carbonilas de
pmol/mg de prot. | pmol/mg de prot. proteina em
nmol/mg de prot.

Controle 75 £ 1,3 34 + 3 56 £ 0,2
(sem LPS)

LPS em lipossomas 381+ 45 101 £ 7 16,9 £ 0,4

(IT)
Sacrificio@24 h
LPSIT, PIP-21T@ 0 h 70 £ 21 31 2 54 +0,1
Sacrificio em 24 h
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LPS IT, PIP-2 IV @12 85 + 5,2 38 +1 6,4 + 0,2
h Sacrificioem 24 h
LPS IT, PIP-2 IV@16 89 +9.3 40 + 1 6,4 + 0,3

h Sacrificioem 24 h

N =4, concentragéo de PIP (2 ug/g em peso de camundongos), LPS 5 pg/g

Tabela 10: Efeito de PIP-4 em inflamacao e edema depois de LPS

Condicao # de células Mg de proteina/g | Raz&o em peso
x10%/g em peso em peso de pulmao
seco/umido
Controle 0,96 + 0,03 78 + 2 5,59 + 0,02
(PIP em Lipossomas)
LPS em lipossomas (IT) 8,5 + 0,46 166 + 3 7,40 = 0,31
sacrificio@24 h
LPSIT, PIP-41IT@ 0 h 0,95 + 0,02 773 6,1 £ 0,01
Sacrificio em 24 h
LPSIT, PIP-4 IV@12 h 1,46 + 0,25 85 + 2 594 + 0,05
Sacrificio em 24 h
LPSIT,PIP4IV@16h,| 1,44 + 0,12 83 + 1 6,12 + 0,09
Sacrificio em 24 h

N = 4; concentragéo de PIP, 2 ug/g em peso de camundongos, LPS 5 ug/g

Tabela 11: Efeito de PIP-4 na oxidagao do tecido pulmonar depois de LPS

Condicao TBARS em 8 -Isoprostanos Carbonilas de
pmol/mg de em proteina em
prot. pmol/mg de prot. nmol/mg de prot.
Controle 76 £ 2 34 £ 1 58 £ 0,2
(PIP em Lipossomas)
IT
LPS em lipossomas 374 + 4 1,02 + 3 16,9 + 0,4
(IT)
Sacrificio@24 h
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LPSIT, PIP-41T@ O 78 + 4 32 + 2 59 + 0,3
h
Sacrificio em 24 h
LPS IT,PIP-4 IV @12 84 + 2 0,38 + 1 6,4 + 0,1
h Sacrificio em 24 h
LPS IT, PIP-4 IV@16 85 £ 2 0,39 + 1 6,4 + 0,1
h Sacrificio em 24 h

n = 4, concentragao de PIP (2 ug/g em peso de camundongos), LPS 5 ug/g

Exemplo 4: PIP-2 é estavel como um pé seco.

[0104] A atividade de aiPLA2 foi medida em intervalos para determinar por
quanto tempo o peptideo poderia manter sua eficacia como um inibidor da atividade
de aiPLA2. O peptideo manteve-se estavel durante 4 meses de observagéo.

Tabela 12: Atividade de PIP-2 durante 4 meses de armazenamento como um

0 seco em temperatura ambiente indica estabilidade.

amostra atividade de aiPLA2
em nmol/min/mg de prot.
Nenhum PIP-2 100 + 4,0
PIP-2, 0 dias 29,7 + 29
30d 31,1 £+ 1,3
45 d 31,8 £ 1,0
60d 32,8 £ 0,9
90d 29,9 +1,1
120 d 319 £+ 24
Nenhum PIP-2, 120 d 103 + 4,7
Exemplo 5:

[0105] Os materiais e métodos usados nos exemplos a seguir sdo descritos

Peticao 870210034657, de 16/04/2021, pég. 44/76



38/51

aqui.

Animais

[0106] Camundongos nulos C57BI/6J ou NADPH oxidase (Nox2) foram
obtidos do Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME) e foram mantidos sob ar filtrado por
HEPA com 12 h de ciclos de luz/escuriddo nas instalagdes do University of
Pennsylvania Laboratory Animal Resources ( ULAR).

Reagentes

[0107] A pureza estimada dos peptideos, avaliada por espectroscopia de
massa, foi > 89 %. Lipopolissacarideo (LPS) derivado de Escherichia coli 0111:B4
membranas celulares e purificado por cromatografia de filtragdo em gel foi obtido de
Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo, EUA, cat # L3012). O kit de ensaio amplex red/rabano
peroxidase (HRP) (cat. # A22188) e os adutos de carboxi de diacetato de
difluorofluoresceina reduzida (DFF-DA, cat. # 13293) foram adquiridos da Life
Technologies, Grand Island, NY, EUA (através da Thermo-Fisher Scientific). A
angiotensina Il (Ang Il) foi obtida de Bachem, Torrance, CA, EUA (cat. #
4095850.0005). Lipidios auténticos foram adquiridos da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA e os lipossomas foram preparados por evaporagdo até a secura seguida de
reconstituicdo em solugcdo salina como descrito anteriormente para refletir a
composicdo do surfactante pulmonar; a composicdo do lipossoma era, na fragao
molar, 0,5 dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), 0,25 fosfatidilcolina de ovo (PC), 0,10
fosfatidilglicerol (PG) e 0,15 colesterol. O PIP-2 quando adicionado era 0,15 ug de
PIP-2/ug de lipidio.

Administragédo de LPS e PIP-2

[0108] Camundongos anestesiados receberam LPS (5 ou 15 ug/g de peso
corporal) em 20 pl de solugdo salina que foi instilada no pulmé&o através de um cateter
endotraqueal colocado ao nivel da carina traqueal. Mostramos anteriormente que PIP-

2 ¢é ineficaz se injetado sozinho, enquanto inibe a atividade de aiPLA2 com um 72 tempo
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de ~ 50 h se encapsulado em lipossomas. O PIP-2 em lipossomas foi suspenso em
20 pl de solugéo salina para injegao IV ou IT. Para estudos para avaliar o efeito de
PIP-2 no tempo zero, a administracdo de LPS foi seguida por lipossomas = PIP-2
também administrados por instilagao IT. Para estudos para avaliar o efeito de PIP-2
administrado posteriormente apos LPS, os lipossomas + PIP-2 foram administrados
por injegdo em uma artéria retiniana. Esta mudanca na via de administracéo foi usada
para minimizar os danos a traqueia do camundongo que poderiam ocorrer com a
traqueostomia repetida e levar a efeitos adversos no pulmao. A dose de PIP-2 usada
para o tratamento apds LPS intratraqueal foi de 2 ug/g de peso corporal do
camundongo; em camundongos de controle, esta dose de PIP-2 demonstrou inibir a
atividade de aiPLA2 do pulmao ao maximo por pelo menos 24 h. Demos a segunda
dose de PIP-2 as 12 horas para ter certeza da cobertura maxima e, em seguida,
passamos a cada 24 horas para a administracdo de PIP-2. Para o modelo de sepse,
LPS (15 ng/g de peso corporal) em 20 pl de solugdo salina foi injetado
intraperitonealmente e os camundongos foram tratados com PIP-2 IV a 2 ou 20 pg/g
de peso corporal; observe que a dose inicial de PIP-2 para este modelo de sepse foi
IV, ndo IT. Usamos os mesmos tempos de administracdo do PIP-2 no modelo de
sepse que foram usados para o modelo IT LPS. Apds a recuperagao da anestesia,
todos os camundongos foram mantidos no biotério com acesso ad lib a comida e agua.

Avaliagao de lesdo pulmonar

[0109] No final de cada experimento com IT LPS (em 24 ou 120 h), os
camundongos sobreviventes foram sacrificados por exsanguinagéo sob anestesia. Os
pulmdes in situ foram limpos de sangue por perfusdo através da artéria pulmonar e,
em seguida, foram lavados através da traqueia com solugao salina. O pulmao foi entéo
removido do torax para ensaios de tecido. Avaliamos o efeito do LPS na lesdo
pulmonar medindo o numero de células nucleadas e o conteudo de proteina no fluido

de lavagem broncoalveolar pulmonar (BALf), a raz&o de peso de pulm&o umido para
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pulmao seco usando o lébulo superior esquerdo do pulmio e produtos reativos ao
acido tiobarbiturico (TBARS), 8-isoprostanos e carbonilas de proteinas no
homogenato do pulmdo para determinar a oxidagdo dos componentes lipidicos e
proteicos do tecido pulmonar. Para estudos de mortalidade de camundongos, os
graficos de sobrevivéncia foram construidos usando o estimador Kaplan-Meier.

Medicao da producédo de ROS do pulmao e atividade de aiPLA2

[0110] O efeito dos PIPs na produ¢do de ROS em pulmdes de controle (n&o
tratados) foi determinado in vitro com pulmdes isolados em perfusdo. O PIP-2 em
lipossomas foi administrado a 2 ug/g de peso de camundongo pela via V. Apés 30
minutos, os camundongos foram anestesiados e os pulmdes foram isolados, limpos
de sangue e perfundidos em um sistema de recirculagdo com perfusato contendo Ang
I (60 uM) como um ativador Nox2 e Amplex red mais peroxidase de rabano para
detectar ROS. Pulmbées de camundongos de tipo selvagem e pulmdes de
camundongos nulos de NOX2 que néo foram tratados com PIP-2 foram usados como
controles. A taxa basal de producédo de ROS foi avaliada com pulmdes WT que foram
perfundidos na auséncia de Ang Il. O protocolo de perfusao incluiu um periodo de
equilibrio de 15 min seguido por um periodo experimental de 60 min. Aliquotas de
perfusato foram retiradas em intervalos de 15 minutos e analisadas por fluorescéncia
para resorufina (Aexcitagao 968 NM, Aemissso 581 nm), o produto da oxidagdo do Amplex
red. A taxa de oxidacdo do Amplex red foi calculada e expressa como unidades de
fluorescéncia arbitrarias (AFU) com normalizag&o para peso corporal de camundongo.
Houve uma baixa taxa de oxidacdo do Amplex red na auséncia de HRP no perfusato
(~ 7 % da fluorescéncia estimulada por Angll), indicando uma oxidagao ndo mediada
por ROS do fluoréforo; este valor foi subtraido para obter os valores relatados.

[0111] Para determinar a produ¢éo de ROS no pulmao apds o tratamento com
LPS, camundongos intactos foram tratados com LPS (5 ug/g) = PIP-2 (2 pg/g). Os

camundongos foram anestesiados as 6, 12, ou 24 horas apds o tratamento com LPS
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e os pulmdes in situ foram limpos de sangue e entéo perfundidos por 10 minutos com
solucédo salina contendo o fluoréforo DFF-DA que € hidrolisado intracelularmente em
DFF. Os pulmbes foram entdo homogeneizados e a fluorescéncia do homogenado foi
medida em Ex 495 nm, Em 525 nm. A fluorescéncia pulmonar foi expressa como AFU
por minuto de perfusdo com normalizag&o para o peso corporal do camundongo.

Analise Estatistica

[0112] Os dados s&o expressos como média + erro padrao (SE). A inclinagéo
dos graficos lineares foi calculada pelo método dos minimos quadrados médios. O
software SigmaStat (Jandel Scientific, San Jose, CA) foi usado para avaliar a
significancia estatistica. Os valores médios das diferengas entre os grupos foram
avaliados por ANOVA de 1 fator seguido do teste post hoc de Bonferroni. Para
comparagao de 2 grupos, as médias foram comparadas pelo teste t de Student. As
diferencas entre os valores médios foram consideradas estatisticamente significativas
a P <0,05.

Resultados:

Inibicdo da producédo de ROS do pulmao por PIP.

[0113] De modo a confirmar o efeito inibitério dos compostos PIP na ativagéo
de NOX2, estudamos a producdo de ROS pelo pulmao isolado perfundido na
presencga de Ang Il, um conhecido ativador de NOX2. Oxidagdo Amplex red foi usada
como um indice de produg¢ao de ROS. Houve uma taxa de linha de base muito baixa
de produgao de ROS em pulmdes perfundidos sob condi¢gbes de controle, ou seja,
nenhum estimulante adicionado da atividade de NOX2 (Figura 8, WT basal). A
producao de ROS foi acentuadamente aumentada com a adigdo de Ang Il ao perfusato
para ativar NOX2 (Figura 8, controle de WT). A geracado de ROS foi diminuida em 76
% em NOX2 nulo em comparag¢ao com pulmdes WT, indicando que NOX2 ¢ a principal
fonte de ROS que entra no perfusato apds a estimulagédo de Ang Il. A adi¢cdo de PIP-

2 (em lipossomas) aos pulmdes WT inibiu a produgdo de ROS (~ 75 %) de forma

Peticao 870210034657, de 16/04/2021, pég. 48/76



42/51

semelhante ao NOX2 nulo, como mostrado anteriormente. Assim, PIP-2 resultou em
inibicdo essencialmente total da geragdo de ROS mediada por NOX2.

[0114] Em seguida, determinamos o efeito de PIP-2 (em lipossomas) na
atividade de aiPLA2 e producédo de ROS nos pulmdes apds LPS. Esses parametros
foram determinados 6, 12 e 24 horas apo6s a administragao de IT LPS. A atividade de
aiPLA2 no homogenato de pulmdo aumentou em ~ 50 % em comparagdo com o
controle 6 h apos o tratamento com LPS e aumentou em outros 50 % em 12 e 24 h
Figura 9A). Usamos um fluoroforo intracelular (DFF-DA) para determinar a geragao de
ROS no pulmao. A fluorescéncia induzida por ROS foi muito baixa no pulm&o de
controle ndo tratado com LPS, mas aumentou ~ 10 vezes em 6 h e ~ 20 vezes em 12
e 24 h nos pulmdes de camundongo tratados com LPS (Figura 9B). Este aumento na
fluorescéncia DFF do pulm&o apos LPS pode ser ligeiramente subestimado devido a
diluicdo do sinal da presenca de edema nesses pulmdes (ver abaixo). O pré-
tratamento de camundongos com PIP-2 antes da administracdo de LPS resultou em
uma diminuigdo dramatica na atividade de aiPLA:z e na fluorescéncia gerada por ROS
em todos os 3 periodos de tempo para valores semelhantes ao controle ndo tratado
com LPS. Esses resultados indicam que a administracio intratraqueal de LPS resulta
no aumento da producado de ROS no pulmao, que é mantida por pelo menos 24 horas
e pode ser inibida quase totalmente pelo pré-tratamento dos pulmdes com PIP-2.

Curso de tempo para lesdo pulmonar mediada por LPS

[0115] A sensibilidade a lesdo mediada por LPS varia significativamente entre
as linhagens de camundongos. Para este estudo, determinamos o curso da les&o
pulmonar para camundongos C57BIl/6J que receberam IT LPS a 5 ug/g de peso
corporal (Figuras. 2A a 2F). Os pulmdes mostraram lesdes consideraveis quando
avaliados 12 h apds LPS, conforme indicado pelo aumento de células nucleadas no
BALf, aumento da proteina BALf e aumento da razdo de peso umido para seco (p

<0,05). Esses resultados sdo compativeis com inflamagédo pulmonar (células em
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BALf), alteragcdo da barreira de permeabilidade alvéolo-capilar (proteina BALf) e
acumulo de fluido pulmonar (peso umido/seco do pulmdo). O aumento no tecido
pulmonar TBARS, 8-isoprostanos e carbonilas de proteinas indica estresse oxidativo
com oxidacado de lipidios do tecido pulmonar e componentes de proteinas. Esses
indices de lesdo pulmonar mostraram valores semelhantes em 12, 16 ou 24 h apds
LPS (Figuras 2A a 2F), indicando que o grau de lesdo pulmonar era essencialmente
estavel em 12 a 24 h apos esta dose néo letal de LPS. A recuperagéo parcial (~ 50 %,
p <0,05) nos indices de lesdo pulmonar foi observada em 48 horas, embora eles ainda
estivessem elevados em comparag&o com o controle (p <0,05).

Efeito de PIP-2 na lesdo pulmonar mediada por LPS

[0116] Para estudar o efeito da administragcao de PIP-2 na lesdo pulmonar, os
camundongos foram tratados com LPS (5 ug/g de peso corporal) dado IT. A dose de
LPS foi escolhida com base em nossos estudos anteriores usando o mesmo lote de
LPS que mostrou um nivel relativamente baixo de lesdo pulmonar com 1 pg/g de peso
corporal e maior lesdo sem mortalidade significativa usando 5 pg de LPS/g de peso
corporal. PIP-2 (2 pug/g de peso corporal em lipossomas) foi administrado a 0, 12, ou
16 h apdés o LPS. Mostramos anteriormente que esta dose de PIP-2 pode inibir a
atividade de aiPLA2 do pulmao em ~ 90 % por pelo menos 24 horas. O PIP-2 recebeu
Tl no tempo zero e IV as 12 ou 16 horas para evitar danos excessivos a traqueia. Os
animais foram sacrificados e os pulmdes examinados 24 horas apd6s o LPS. Todos os
indices de lesdo pulmonar, refletindo inflamacao pulmonar, disfuncido da barreira
alveolar-capilar, acumulo de fluido pulmonar e estresse oxidativo nos tecidos, foram
elevados em camundongos tratados com LPS em comparagdo com o controle (p
<0,05). O PIP-2 administrado no tempo O evitou completamente a les&do pulmonar
quando avaliado 24 h apés LPS (Figuras 3A a 3F). indices de lesdo de tecido em
pulmdes de camundongos tratados com PIP-2 em 12 e 16 h também diminuiram

marcadamente em comparagdo com LPS sozinho e os valores nado foram
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significativamente diferentes dos valores de controle (Figuras 3A a 3F). Uma vez que
a lesdo pulmonar estava presente nos pulmdes em 12 e 16 h apds LPS, os valores
normais em 24 h em pulmées de camundongos tratados com LPS que receberam PIP-
2 em 12 ou 16 h sé podem significar que os pulmdes foram capazes de se recuperar
totalmente de sua lesédo durante o intervalo de 8 a 12 horas entre a administracédo de
PIP-2 e o exame dos pulmdes.

O tratamento com PIP-2 previne a mortalidade de camundongos com altas
doses de LPS.

[0117] Embora os camundongos tratados com LPS de baixa dose (5 pg/g de
peso corporal) sofram lesdo pulmonar significativa, € transitoria e essencialmente
todos os camundongos se recuperarao do insulto (ndo mostrado). Para testar o efeito
do tratamento com PIP-2 com um modelo de lesdo mais grave, os camundongos
receberam uma dose mais alta de LPS (15 ug/g de peso corporal). Os dados de
sobrevivéncia sao plotados com o tratamento PIP-2 inicial como tempo 0; O LPS foi
administrado 12 h antes do PIP-2 (-12 h que esta fora do grafico na Figura 7A e Figura
7B). Com esta dose mais alta de LPS, os camundongos que foram tratados com
placebo (lipossomas sozinhos) mostraram 73 % de mortalidade durante as 24 horas
apoés o LPS e 100 % de mortalidade em 48 horas. Para o brago de tratamento, PIP-2
foi administrado a camundongos em 12, 24, 48, 72 e 96 h apos LPS e os
camundongos foram sacrificados em 120 h; os camundongos tratados com PIP-2
mostraram apenas 17 % de mortalidade (83 % de sobrevivéncia) 36 h apds o inicio
do tratamento com PIP-2 e n&o tiveram mortalidade adicional durante o periodo de
observagdo. Além do efeito sobre a mortalidade, uma diferenga marcante foi
observada no comportamento dos camundongos que receberam PIP-2 apos LPS com
um retorno da maioria dos camundongos a atividade fisica normal 12 h apds receber
PIP-2. Os indices de lesdo pulmonar em camundongos tratados que foram

sacrificados 120 h apds LPS ndo mostraram nenhuma anormalidade (Tabela 13).

Peticao 870210034657, de 16/04/2021, pég. 51/76



45/51

Tabela 13. Lesao pulmonar é reparada em camundongos que sobrevivem a

altas doses de LPS.

0 Células Proteina Razao de TBARS 8-isoprostanos | Carbonilas
BALf BALf ug/g | umido/seco em em pmol/mg de proteina
X10%/g em | em peso pmol/mg de prot. em nmol/mg
peso de prot. de prot.
corporal.

Controle 0,95+ 75+ 1,3 5,59 + 0,03 76+ 6 343 56+0,2

(sem LPS) | 0,04

LPS 0,96 + 78+2.2 5,34 £ 0,03 77 £ 1 34+3 5,6 +0,2

+PIP-2 0,40

[0118] Os camundongos foram instilados com LPS (15 ug/g em peso); PIP-2
(2 ug/g de peso corporal) em lipossomas foi injetado (IV) nos tempos mostrados na
Figura 7A. Cinco dos camundongos sobreviventes foram sacrificados 120 h apds o
LPS; camundongos de controle receberam lipossomas, mas nao LPS. BALf, fluido de
lavagem broncoalveolar; TBARS, substancias reativas tiobarbituricas. Os valores sdo
média + SE para N = 4 para controle e N = 5 para LPS + PIP-2. Nenhum dos valores
meédios para LPS + PIP-2 sdo estatisticamente diferentes (p> 0,05) do controle
correspondente.

[0119] Em seguida, avaliamos o efeito de PIP-2 em camundongos que
receberam LPS (15 pg de LPS/g de peso corporal) pela via intraperitoneal como um
modelo para ALI associada a sepse sistémica. Escolhemos a dose de LPS com base
em nosso estudo anterior que mostrou 60 % de mortalidade com 10 ug de LPS/g de
peso corporal; nosso objetivo era produzir 100 % de mortalidade nos camundongos
tratados com placebo, semelhante ao observado com o estudo de IT LPS de alta dose.
A sobrevivéncia de camundongos tratados com placebo (apenas lipossomas) foi
inferior a 40 % em 24 h apds LPS e 100 % dos camundongos estavam mortos em 48
h (Figura 7B). Em contraste, o tratamento de camundongos com PIP-2 (2 ug/g de peso
corporal) aumentou a sobrevida em 36 h apdés LPS para 86 % e 43 % dos

camundongos totalmente recuperados. Com uma dose mais elevada de PIP-2 (20
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Mg/g de peso corporal), a taxa de sobrevivéncia a longo prazo foi significativamente
maior a 70 %. Assim, o PIP-2 aumentou significativamente a sobrevida do
camundongo neste modelo de LPA associada a sepse sistémica.

[0120] ALI € uma sindrome de doenga grave com uma taxa de mortalidade de
aproximadamente 40 %. A inflamacédo € um fator importante que pode amplificar a
lesdo pulmonar associada ao insulto primario. Até o momento, ndo ha tratamento
farmacoloégico aprovado para o componente inflamatorio da sindrome. Os
mecanismos de lesdo pulmonar durante a inflamagao pulmonar sdo complexos, mas
a producao excessiva de ROS parece desempenhar um papel importante. Mostramos
anteriormente que a atividade aiPLA2 de Prdx6 € necessaria para a ativagcado da
producdo de ROS por NOX2 e descrevemos varios nonapeptideos derivados de
sequéncias de proteina A do surfactante pulmonar (SP-A) que inibem a atividade de
aiPLA2 e, portanto, inibem a ativacdo de NOX2 nas células pulmonares . O presente
estudo confirma que esses peptideos, chamados de peptideos inibidores de PLA2
(PIP-2, PIP-4 e PIP-5), inibem a produgdo de ROS por NOX2 ativado por Ang Il no
pulm&o de camundongo isolado. Embora o PIP-2 parega ser ligeiramente mais ativo
que os outros 2, todos os 3 compostos PIP foram eficazes como inibidores,
provavelmente refletindo em parte o alto grau de conservagdo da sequéncia de
aminoacidos Prdx6 entre as espécies. Demonstramos que o local para ligagdo do
precursor de 16 aminoacidos dos PIPs é a sequéncia de aminoacidos compreendendo
0os aminoacidos 195 a 204 de Prdx6. A sequéncia para este segmento de Prdx6
humano é: SEQ ID NO: 34 195-EEEAKKLFPK-204; a sequéncia de camundongo
correspondente € a mesma para 8 dos 10 aminoacidos com Q em vez de K na posi¢ao
200 e C em vez de L na posigcao 201. Escolhemos PIP-2, o PIP que foi derivado da
sequéncia relevante em SP-humano A, para investigagdes subsequentes. A

sequéncia de aminoacidos PIP-2 é: SEQ ID NO: 1 LHDFRHQIL.
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[0121] O objetivo principal do presente estudo foi avaliar o efeito do PIP-2 na
lesao pulmonar associada a administragao intratraqueal de LPS. Demonstramos pela
primeira vez que o PIP-2 inibiu marcadamente a geragdo de ROS mediada por Ang ll;
Ang Il é um conhecido ativador de NOX2 e, como mostramos anteriormente, a
ativagao requer a atividade de aiPLA2. Em seguida, mostramos que o tratamento com
LPS resultou em um aumento acentuado na atividade de aiPLA2 dos pulmdes e
também em um aumento significativo na produgédo de ROS por meio da ativagao de
NOX2; tanto o aumento mediado por LPS na atividade de aiPLA2 quanto a producéao
de ROS também foram inibidos por PIP-2.

[0122] O primeiro estudo da eficacia do PIP-2 no modelo de les&o pulmonar
foi a administragédo simultanea de PIP-2 com LPS, que protegeu marcadamente contra
lesdo pulmonar subsequente. As medidas para avaliar a lesdo pulmonar aguda apds
LPS incluiram: a) células nucleadas em BALf (inflamagéo); b) proteina em BALf
(permeabilidade alveolar-capilar); c) raz&do de peso umido/seco de pulm&o (edema
pulmonar); e d) TBARS do pulmao, 8-isoprostanos e carbonilas de proteinas
(oxidagao de lipidios e proteinas do tecido). Todos esses indices de lesdo foram
significativamente elevados nos pulmdes que foram avaliados 12 a 24 h apds a
administracdo de LPS. No entanto, nenhum desses indices de lesdo tecidual foi
alterado nos pulmdes quando PIP-2 foi administrado concomitantemente com LPS.
Assim, PIP-2 pode prevenir ALI associada a administragdo de LPS em camundongos.

[0123] O proximo estudo investigou o efeito do PIP-2 administrado 12 ou 16 h
apos a administracdo de LPS como uma modalidade de tratamento (em oposigéo a
preventiva). Conforme mostrado nas Figuras 3A a 3F, a lesdo do tecido associada ao
LPS néo letal € maxima neste momento. Com a administragdo de PIP-2 12 ou 16 h
apods o LPS, os parametros de lesdo pulmonar voltaram aos valores essencialmente
normais quando examinados 24 h apos o LPS. Nossa conclusao deste estudo € que

o PIP-2 preveniu a lesdo pulmonar em curso associada ao LPS e permitiu que o
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pulmao se autorreparasse durante as 8 a 12 h entre a administracado do PIP-2 e o
sacrificio do animal.

[0124] Nosso estudo final foi avaliar os efeitos do PIP-2 na fung&o pulmonar e
na sobrevivéncia de camundongos apds a administragdo de uma dose letal de LPS.
O PIP-2 administrado a cada 12 a 24 h apds a administracdo de LPS levou a uma
melhora dramatica do comportamento do camundongo, reduziu marcadamente a
mortalidade do camundongo e resultou no retorno dos indices de lesdo pulmonar aos
valores normais. Assim, o inibidor ndo peptidico da atividade de PLA2 de Prdx6 evitou
a geracdo de ROS subsequente a ativacdo de NOX2 e preveniu a mortalidade
associada a administracido de uma dose letal de LPS. Estes resultados indicam que
PIP-2 pode prevenir e tratar o modelo de rato de ALI induzida por LPS.

[0125] Os presentes resultados com PIP-2 ddo uma conclusdo semelhante a
nossos estudos anteriores que mostraram protecdo em LPS induzida por LPS usando
varios meios diferentes para inibir a atividade de aiPLA2 e subsequente ativagao de
NOX2. Estes incluiram: a) administragdo de MJ33, um inibidor lipidico da atividade de
aiPLA2; b) uso de camundongos nulos Prdx6 (um modelo menos que perfeito, uma
vez que a atividade da peroxidase de Prdx6 também é perdida); e ¢) camundongos
com mutacéo do aminoacido D140 em Prdx6, um componente essencial do sitio ativo
aiPLA2. O camundongo inibido por MJ33, o camundongo mutante D140A e o
camundongo tratado com PIP-2 retém a atividade da peroxidase de Prdx6, enquanto
esta atividade é abolida no camundongo nulo Prdx6. Nestes estudos anteriores, o LPS
foi administrado pela via IT em a) e b) como modelo para lesdo pulmonar direta e pela
via intraperitoneal em c) como modelo para sepse n&o infecciosa. Propusemos que o
mecanismo de prote¢ao conferido por PIP-2 é a inibigdo da atividade de aiPLA2 de
Prdx6 por efeitos alostéricos resultantes da ligagéo do peptideo a Prdx6. Os peptideos
PIP ndo inibem outras enzimas PLA2 do pulmdo, conforme demonstrado

experimentalmente e como esperado com base na dissimilaridade de potenciais locais
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de ligacdo nas diferentes proteinas. A inibicdo da atividade de aiPLA2 impede a
geragéao de lisoPC e seus produtos a jusante, evitando assim a ativagdo de Rac, um
cofator necessario para a ativagdo de Nox2. Curiosamente, a sinvastatina, farmaco
redutor de colesterol, também inibe a ativacdo de Rac e demonstrou inibir a producgéo
de ROS pelas células endoteliais e ser protetora em modelos de camundongo de AL
induzida por LPS. Embora n&o haja evidéncias definitivas ainda, é possivel que a
inibicdo da ativagdo de Rac tenha efeitos salutares nas manifestagdes de ALI ndo
mediadas por ROS, além de seu efeito na ativagcdo de NOX2.

[0126] Os estudos atuais e anteriores mostraram que o NOX2 é a principal
fonte de ROS nos pulmdes e que a enzima é ativada na presenga de LPS. Além do
modelo LPS, a geragdo de ROS por NOX2 demonstrou desempenhar um papel central
em varios outros modelos animais relacionados e dispares de ALI, incluindo sepse
gram negativa, endotoxina, trauma grave, choque hemorragico e instilagdo de acido
oleico. Presumivelmente, uma das principais manifestacbes do estresse oxidante
associado a ativagao do NOX2 é a oxidagcao de macromoléculas teciduais, conforme
mostrado no presente estudo. No entanto, outro papel fisiopatolégico importante
associado as ROS derivadas de NOX2 é baseado na evidéncia de que as ROS sao
responsaveis pelos sinais que levam ao recrutamento de neutrofilos para o pulméo e
a inflamacgé&o pulmonar resultante que é caracteristica de ALI. A diminui¢do acentuada
de células nucleadas em BALf apds o tratamento com PIP-2 sugere que esta fungéo
de ROS é importante para a recuperagao da lesdo pulmonar. A esse respeito, um
inibidor de peptideo da proteina substrato da quinase C rica em alanina miristoilada
(Marcks) também protege contra lesdo pulmonar com LPS em camundongos. Embora
este ultimo peptideo ndo tenha mostrado inibir a ativagdo de NOX2, seus efeitos
podem ser mediados por meio de motilidade celular alterada que impede o influxo de
PMN no pulm&o. Assim, PIP-2, sinvastatina, o inibidor da proteina Marcks e

possivelmente inibidores de NOX2, como apocinina, todos podem prevenir o influxo

Peticaio 870210034657, de 16/04/2021, pég. 56/76



50/51

de PMN no pulm&o apéds LPS, revertendo assim a inflamacédo e a lesdo pulmonar
associada.

[0127] Com base nos presentes resultados, os inibidores de peptideos da
ativagao de NOX2 podem ser eficazes como agentes preventivos para pacientes em
risco de LPA, bem como para o tratamento de pacientes com LPA estabelecida.
Embora a toxicidade desses pequenos peptideos ndo seja esperada com base em
sua expressao normal nos pulmdées como um componente da proteina SP-A, isso
ainda deve ser investigado. O potencial antigénico do peptideo teoricamente & baixo,
mas isso precisara ser confirmado em humanos. Outros possiveis efeitos colaterais
dos peptideos incluem aqueles associados a inibicdo da ativagado de Rac, bem como
a perda das fungdes de sinalizagdo e reguladoras de ROS. Digno de nota, nenhum
efeito importante foi relatado até o momento que pudesse estar relacionado a inibigao
de Rac com o farmaco amplamente utilizado, a sinvistatina. Um “efeito colateral”
potencialmente mais importante do tratamento com PIP poderia ser o efeito da
produgéo de ROS inibida na atividade bactericida de células inflamatérias (PMN e AM)
gue usam anion superoxido gerado através da atividade de NOX2 para a morte de
bactérias. Além disso, foi demonstrado que alguns antibiéticos requerem ROS para
eficacia maxima. Apesar da possibilidade tedrica de uma resposta alterada a infecgao,
um inibidor da ativagdo de NOX2 nao diminuiu a atividade bactericida de PMN em um
modelo LPS de ALLI. Isso pode refletir a capacidade das vias nao-NOX2 de compensar
a perda de ROS derivadas de NOX2. Embora isso enfatize o papel importante da
cobertura de antibiéticos em pacientes em tratamento com inibidores de NOX2, é
importante observar que o uso de antibioticos por si s6 nao foi eficaz na redugéo da
mortalidade por esta doenga a um valor significativamente abaixo de 40 %.

[0128] As divulgagdes de cada uma e todas as patentes, pedidos de patentes
e publicacdes citados neste documento sao incorporados neste documento por

referéncia em sua totalidade.
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[0129] Embora esta invengdo tenha sido divulgada com referéncia a
modalidades especificas, € evidente que outras modalidades e variacbes desta
invencdo podem ser concebidas por outros versados na técnica sem se afastar do
verdadeiro espirito e escopo da invencgao. As reivindicagdes anexas se destinam a ser

interpretadas para incluir todas essas modalidades e variagdes equivalentes.
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REIVINDICACOES

1. Composicdo, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende um
polipeptideo que consiste em:

SEQ ID NO: 4 X"X2X3X4X5LXEX"XEXHQIL

em que:

X' pode estar presente ou ausente e se presente é E;

X2 pode estar presente ou ausente e se presente é L;

X3 pode estar presente ou ausente e se presente é Q;

X* pode estar presente ou ausente e se presente é Aou T;

X® pode estar presente ou ausente e se presente € T ou E;

X6éHou;

X" é D ou E;

X8éFoul;e

X% é R ouK.

2. Composicao, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que o polipeptideo € selecionado a partir do grupo que consiste em: SEQ ID
NO: 5 ELQTELYEIKHQIL, SEQ ID NO: 6 QTELYEIKHQIL e SEQ ID NO: 7
ELYEIKHQIL.

3. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que o polipeptideo é selecionado a partir do grupo que consiste em: SEQ ID
NO: 1 LHDFRHQIL, SEQ ID NO: 2 LYEIKHQIL ou SEQ ID NO: 3 LYDIRHQIL.

4. Composicao, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que ainda compreende um portador farmaceuticamente aceitavel.

5. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo

fato de que o polipeptideo € encapsulado em um ou mais lipossomas.
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6. Composicado, de acordo com a reivindicagdao 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que a composicdo é formulada para inalagdo de aerossol ou injecéo
intratraqueal ou intravenosa.

7. Método de tratamento de lesdo pulmonar aguda em um sujeito,
CARACTERIZADO pelo fato de que o método compreende administrar ao sujeito uma
quantidade eficaz de uma composicado farmacéutica compreendendo um polipeptideo
que consiste em:

SEQ ID NO: 4 X"X2X3X4X5LXEX"XEXHQIL

em que:

X' pode estar presente ou ausente e se presente é E;

X2 pode estar presente ou ausente e se presente é L;

X3 pode estar presente ou ausente e se presente é Q;

X* pode estar presente ou ausente e se presente é Aou T;

X5 pode ser T ou E;

X6éHou;

X" é D ou E;

X8éFoul;e

X% é R ouK.

e um portador farmaceuticamente aceitavel.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 7, CARACTERIZADO pelo fato de
que o polipeptideo € selecionado a partir do grupo que consiste em: SEQ ID NO: 5
ELQTELYEIKHQIL, SEQ ID NO: 6 QTELYEIKHQIL e SEQ ID NO: 7 ELYEIKHQIL.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 7, CARACTERIZADO pelo fato de
que o polipeptideo & selecionado a partir do grupo que consiste em: SEQ ID NO: 1
LHDFRHQIL, SEQ ID NO: 2 LYEIKHQIL ou SEQ ID NO: 3 LYDIRHQIL.

10. Método, de acordo com a reivindicacédo 7, CARACTERIZADO pelo fato de

que o polipeptideo é encapsulado em um ou mais lipossomas.
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11. Método, de acordo com a reivindicacdo 7, CARACTERIZADO pelo fato de
que a composi¢ao farmacéutica € administrada ao sujeito por inalagéo de aerossol ou
por injecao intratraqueal ou intravenosa.

12. Método de tratamento de sepse em um sujeito, CARACTERIZADO pelo
fato de que o método compreende administrar ao sujeito uma quantidade eficaz de
uma composicao farmacéutica compreendendo um polipeptideo que consiste em:

SEQ ID NO: 4 X"X2X3X4X5LXEX"XEXHQIL

em que:

X' pode estar presente ou ausente e se presente é E;

X2 pode estar presente ou ausente e se presente é L;

X3 pode estar presente ou ausente e se presente é Q;

X* pode estar presente ou ausente e se presente é Aou T;

X5 pode ser T ou E;

X6éHou;

X" é D ou E;

X8éFoul;e

X% é R ouK.

e um portador farmaceuticamente aceitavel.

13. Método, de acordo com a reivindicagao 12, CARACTERIZADO pelo fato
de que o polipeptideo é selecionado a partir do grupo que consiste em: SEQ ID NO: 5
ELQTELYEIKHQIL, SEQ ID NO: 6 QTELYEIKHQIL e SEQ ID NO: 7 ELYEIKHQIL.

14. Método, de acordo com a reivindicagao 12, CARACTERIZADO pelo fato
de que o polipeptideo é selecionado a partir do grupo que consiste em: SEQ ID NO: 1
LHDFRHQIL, SEQ ID NO: 2 LYEIKHQIL ou SEQ ID NO: 3 LYDIRHQIL.

15. Método, de acordo com a reivindicagao 12, CARACTERIZADO pelo fato

de que o polipeptideo € encapsulado em um ou mais lipossomas.
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16. Método, de acordo com a reivindicagdo 12, CARACTERIZADO pelo fato
de que a composic¢ao farmacéutica € administrada ao sujeito por inalagdo de aerossol

ou por injegdo intratraqueal ou intravenosa.
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FIG. 4A: Recombinante humano
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FIG. 4B: pulmao de camundongo
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FIG. 9B
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RESUMO
“COMPOSICOES E METODOS PARA TRATAMENTO DE LESAO
PULMONAR AGUDA”
Em varios aspectos e modalidades a invencado fornece composicoes e

métodos uteis no tratamento de lesdo pulmonar aguda (ALlI).
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

8 120A2F2B4&2EZ7TCTEFTC

Campo 2

16 EDS5 6 3FBG607 25DO0

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 211.993-5 - Listagem de sequéncias.txt
- Data de Geracédo do Cdédigo: 16/04/2021
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 11:27:57
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 8120A2F2B42E7CFC
- Campo 2: 16ED563FB60725D0
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