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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "COMPOSI-
GOES E KITS PARA TRATAMENTO DE GRIPE".

Antecedentes da Invencao

O campo da invengao siao combinagdes antivirais e seu uso para
o tratamento ou profilaxia de gripe em um paciente.

Quatro farmacos antivirais sdo atualmente aprovados pelo FDA
para tratar gripe ndo-complicada, aguda. Os inibidores de M2 cloridrato de
amantadina (SYMMETREL®) e rimantadina (FLUMADINE®) s&o aprovados
para tratamento e prevengao de gripe A. Ambas a amantadina e a rimanta-
dina sao providas em comprimidos de 100 mg e xarope 50 mg/ml para ad-
ministracao oral. A dose para adulto comum para ambos os farmacos é 200
mg em duas doses divididas por dia (BID). A dose pediatrica de amantadina
em pacientes de 1-9 anos de idade € 4,4 a 8,8 mg/kg/dia, ndo exceder 150
mg por dia; para rimantadina, a dose é 5 mg/kg administrada uma vez por
dia (QD), ndo exceder 150 mg por dia.

Os inibidores de neuraminidase zanamivir (RELENZA®) e fosfato
de oseltamivir (TAMIFLU®) sao aprovados para tratamento e prevencao de
gripes A e B. Zanamivir € provido para inalagdo oral apenas para uso com
um dispositivo de inalagao. A dose recomendada de zanamivir para profila-
xia e tratamento de gripe € 10 mg/dia QD e 20 mg/dia BID, respectivamente.
Fosfato de oseltamivir esta disponivel como uma capsula contendo 75 mg de
oseltamivir para uso oral e como um pé para suspensao oral, que quando
constituido com agua conforme ordenado contém 12 mg/ml de oseltamivir. A
dose recomendada de oseltamivir para pacientes com mais de 13 anos de
idade para profilaxia e tratamento de gripe € 75 mg/dia QD e 150 mg BID,
respectivamente.

Varias combinag¢des de farmacos antivirais foram propostas para
tratamento de gripe. A Patente U.S. N° 5.866.601 descreve combinagao de
composicdes de inibidor de neuraminidase com antivirais (tal como amanta-
dina, rimantadina e ribavirina). Estudos de modelo de animal in vitro e in vivo
sobre o efeito de varias combinagdes duplas de farmacos contra gripe foram

relatados (vide, por exemplo, incluindo combinagdes de ribavirina com
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amantadina (Wilson e outros, Antimicrob. Agents Chemother (1980) 17:642-
648; Hayden e outros, Antimicrob. Agents Chemother (1980) 18:536-41; e
Burlington e outros, J. Antimicrob. Chemother (1983) 11:7-14), rimantadina
(Hayden e outros, supra; Galegov e outros, Experientia (1977) 33:905-906; e
Madren e outros, Antivir Chem Chemother (1995) 6:109-113), paramavir
(Smee e outros, Chemotherapy (2002) 48:88-93) e oseltamivir (Smee e ou-
tros, Antiviral Chem. Chemother. (2006) 17:185-92); e combinagdes de osel-
tamivir com amantadina (llyushina e outros, Antiviral Res. (2008) 70:121-31)
e rimantadina (Govorkova e outros, Antimicrob. Agents Chemother (2004)
48:4855-4863; Galabov e outros, Antivir Chem. Chemother. (2006) 17:251-
8; e Leneva e outros, Antiviral Res. (2000) 48:101-15). Varios desses traba-
Ihos relataram que combinag¢des de ribavirina e amantadina tém aditivo para
efeito sinérgico contra virus da gripe comparado com tratamento com os
farmacos sozinhos (vide, por exemplo, Wilson e outros, supra; Hayden e ou-
tros, supra; e Burlington e outros, supra). Em alguns dos estudos, os trata-
mentos de combinagdo sao relatados ter resultados adversos comparado
com os tratamentos de monoterapia. Por exemplo, a combinagao de oselta-
mivir e rimatadina em concentracdes baixas de cada farmaco foi relatada
resultar em uma interacdo antagonistica contra o virus da gripe A (Govorko-
va e outros, supra). Smee e outros (2006) relataram que o tratamento de
camundongos infectados com virus da gripe A com a combinagido de osel-
tamivir mais ribavirina nao foi melhor do que ribavirina usada sozinha, e que
quando os tratamentos foram iniciador trés a quatro dias pés-infecgdo, os
grupos tratados com a combinacgao tinham menos sobreviventes do que os
animais tratados com ribarivin sozinho.

Resisténcia viral aos inibidores de M2 rimantadina e amantadina
pode emergir rapidamente durante tratamento porque certas mutagbes por
ponto Unicas na proteina M2 podem conferir resisténcia a ambas a amanta-
dina e a rimantadina. Em janeiro de 2006, teste CDC revelou que uma alta
proporgéo de virus da gripe A circulando nos Estados Unidos era resistente
a amantadina e rimantadina, fazendo com que o CDC recomendasse contra
o uso desses farmacos para o tratamento e profilaxia de Gripe (CDC Health
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Alert, 14 de janeiro de 2006). Atualmente, oseltamivir & considerado um tra-
tamento de linha de frente para virus da gripe A. No entanto, cepas resisten-
tes a oseltamivir foram relatadas (de Jong e outros, N. Engl. J. Med. (2005)
353:2667-72; Euro Surveill. (2005)10(10):E051020.2) gerar preocupagdes
que cepas patogénicas, transmissiveis, poderiam reduzir os beneficios de
uso de antiviral em controle pandémico (Lipsitch e outros, PLoS Med. (2007)
23 de janeiro; 4(1):e15 [Epub ahead of prinf]). Ainda, tratamento com osel-
tamivir foi ligado a sérios eventos neuropsiquiatricos, especialmente em pa-
cientes pediatricos (vide Prescrire Int. (2006) 15:182-3).

Em vista do acima, um objetivo da invengcao € prover agentes
terapéuticos aperfeicoados para tratamento ou profilaxia de gripe, particu-
larmente gripe pandémica e/ou cepas de gripe que sao resistentes a um ini-
bidor de M2 e/ou inibidor de neuraminidase.

Outro objeto da presente invencgao é prover agentes terapéuticos
aperfeicoados para tratamento ou profilaxia de gripe que previne a geragao
de cepas resistentes a farmaco em um paciente ou populagao.

Outro objeto da invencao é prover agentes terapéuticos aperfei-
¢oados para tratamento ou profilaxia de gripe que tém significantemente
menos ou quaisquer efeitos adversos ou efeitos toxicos comparado com
monoterapias atuais.

Sumario da invencao

Um aspecto da invengdo € uma composigao para o tratamento
ou profilaxia de gripe em um paciente, a dita composi¢gdo compreendendo:
10-60 por cento em peso (% em peso), 25-50% em peso ou 50-75% em pe-
so de amantadina ou rimantadina; e 30-80% em peso, 50-75% em peso ou
25-50% em peso de ribavirina ou viramidina, onde as porcentagens em peso
sdo baseadas no peso total de agentes ativos na composicdo. Em modali-
dades especificas, a composi¢cado compreende ainda 0,5-30% em peso de
oseltamivir.

Em uma modalidade, a composicédo € uma formulagdo adequada
para administracao oral ou gastrica, tal como um liquido, xarope, suspensao,

comprimido, capsula, contas em capsulas ou contas em sachés. Em uma
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modalidade especifica, a composigcado esta em uma forma de dosagem unita-
ria para administragdo oral compreendendo 25-125 mg de amantadina ou
rimantadina e 50-200 mg de ribavirina ou viramidina. Em uma modalidade
especifica, a forma de dosagem unitaria compreende pelo menos 125 mg de
amantadina em uma forma de liberacao prolongada e menos do que 200 mg
de ribavirina. Em outra modalidade a forma de dosagem unitaria compreen-
de 25-125 mg de amantadina e 50-200 mg de ribavirina.

Em outra modalidade, a composi¢gdao estd em uma forma ade-
quada para administragdo parenteral, tal como um pé liofilizado, que é re-
constituido antes da administragdo, ou um liquido estéril em um frasco.

Outro aspecto da invencao é um kit para o tratamento ou profila-
xia de gripe em um paciente compreendendo amantadina ou rimantadina, e
ribavirina ou viramidina, e opcionalmente um inibidor de neuraminidase tal
como oseltamivir, zanamivir ou peramivir.

Em uma modalidade especifica, € provido um kit para o trata-
mento ou profilaxia oral de gripe em um paciente compreendendo uma plura-
lidade de formas de dosagem, a dita pluralidade constituindo uma ou mais
doses, cada dose compreendendo uma quantidade terapeuticamente ou pro-
filaticamente eficaz de uma combinacao de ribavirina e amantadina. A aman-
tadina e a ribavirina podem ser formuladas como formas de dosagem sepa-
radas ou co-formuladas como formas de dosagem unicas. A amantadina
pode estar em uma forma de liberagao prolongada. Em uma modalidade es-
pecifica, a amantadina e a ribavirina sao formuladas como formas de dosa-
gem separadas, com cada forma de dosagem de amantadina compreenden-
do 75-250 mg de amantadina e cada forma de dosagem de ribavirina com-
preendendo 50-200 ou 100-400 mg de ribavirina. Em véarias modalidades,
um kit compreende uma forma de dosagem de amantadina em uma resis-
téncia de dosagem selecionada de 80 mg, 180 mg e 330 mg e uma forma de
dosagem de ribavirina em uma resisténcia de dosagem selecionada do gru-
po consistindo em 115 mg, 330 mg e 660 mg. Em uma modalidade, cada
dose compreende ainda oseltamivir.

Em outra modalidade, o kit & provido para tratamento parenteral
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de gripe em um paciente humano compreendendo amantadina em uma for-
ma adequada para administracdo parenteral; e ribavirina em uma forma a-
dequada para administracao parenteral. A amantadina pode estar contida
em uma pluralidade de primeiros frascos e a ribavirina contida em uma plu-
ralidade de segundos frascos. Alternativamente, a amantadina e a ribavirina
sao co-formuladas e contidas em uma pluralidade de frascos. O kit pode
compreender ainda oseltamivir, peramivir ou zanamivir em uma forma ade-
quada para administragcao parenteral.

Outro aspecto da invencdo € um método para o tratamento ou
profilaxia de gripe em um paciente, o dito método compreendendo: adminis-
tracdo ao paciente de uma quantidade eficaz de uma combinagao de trés
agentes antivirais diferentes tendo trés mecanismos de ag¢ao diferentes cor-
respondentes selecionados do grupo consistindo em inibidor de adsorcéao do
virus da gripe, inibidor de M2, inibidor de desidrogenase de IMP, inibidor de
polimerase de RNA, oligonucleotideo de interferéncia especifico em gripe e
inibidor de neuraminidase.

Em uma modalidade especifica, o método compreende adminis-
tracao ao paciente de uma quantidade eficaz de uma combinacao de primei-
ro, segundo e terceiro agentes antivirais compreendendo: a) um inibidor de
M2 selecionado do grupo consistindo em rimantadina e amantadina; b) um
inibidor de polimerase de RNA selecionado do grupo consistindo em ribaviri-
na e viramidina; e c) um inibidor de neuraminidase (NAi) selecionado do gru-
po consistindo em oseltamivir, zanamivir e peramivir.

Em uma modalidade preferida os primeiro e segundo agentes
antivirais sdao administrados em quantidades que aumentam a sensibilidade
de um virus da gripe ao terceiro agente antiviral em pelo menos 2 vezes a
sensibilidade do virus ao terceiro agente antiviral quando usado como mono-
terapia. Em uma tal modalidade especifica, os primeiro e segundo agentes
antivirais sao ribavirina e oseltamivir e o terceiro agente antiviral € amantadi-
na.

Em uma modalidade do método, os agentes antivirais sao admi-

nistrados ao paciente através de um método selecionado do grupo consis-
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tindo em oralmente, parenteralmente, através de inalagdo e combinagdes
dos mesmos.

Em uma modalidade especifica, o paciente &€ administrado com
amantadina ou rimantadina em uma quantidade para manter uma concen-
tracdo no plasma entre 0,1 a 3,0 yg/ml, 0,1 a 1,5 pyg/ml ou 0,3 a 1,5 pg/mi
por pelo menos 48 horas continuas.

Em outra modalidade, o paciente € administrado com amantadi-
na ou rimantadina parenteralmente ou oralmente em uma quantidade de 5 a
500 mg/dia, 20 a 250 mg/dia, 100 a 800 mg/dia, 100 a 600 mg/dia, 200 a 700
mg/dia ou 200 a 500 mg/dia. Quando oralmente administrada, amantadina
esta opcionalmente em uma forma de liberagéo prolongada.

Em uma modalidade adicional, o paciente &€ administrado com
amantadina através de infusao intravenosa em uma taxa de 1 a 50 mg/h, 3 a
40 mg/h ou 5 a 30 mg/h por pelo menos 48 horas continuas.

Em uma modalidade, o paciente € administrado com ribavirina
ou viramidina em uma quantidade para manter uma concentrag¢ao no plasma
entre 0,1 a 10,0 ug/ml, 0,5 a 8 ug/mi, 0,5 a 5,0 ug/ml, 1 a 6 pyg/ml, 1 a 4
pg/mil, 2 a 6 ug/mi, 2 a 4 pg/mi, 0,01-2 ug/ml ou 0,2-2 yg/mi por pelo menos
48 horas continuas. O paciente € administrado com ribavirina parenteral-
mente ou oralmente em uma quantidade de 50 a 2000 mg/dia, 50 a 1600
mg/dia, 100 a 1200 mg/dia, 400 a 800 mg/dia, 50 a 600 mg/dia, 75 a 500
mg/dia ou 75 a 200 mg/dia.

Em uma modalidade especifica, o paciente & administrado com
ribavirina através de infusédo intravenosa em uma taxa de 5 a 200 mg/h, 10 a
150 mg/h, 15 a 100 ou 20 a 80 mg/h por pelo menos 48 horas continuas.

Em uma modalidade especifica, onde o paciente € administrado
com amantadina ou rimantadina em uma das quantidades acima especifica-
das junto com ribavirina ou viramidina em uma das quantidades acima espe-
cificadas, o paciente € administrado ainda com um inibidor de neuraminidase
selecionado do grupo consistindo em oseltamivir, carboxilato de oseltamivir,
zanamivir e peramivir, em uma quantidade para manter uma concentragao
no plasma do inibidor de neuraminidase entre 0,001-5 pg/mi, 0,02 a 5 pg/ml,
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0,1 a 3 pyg/ml, 0,1 a 1 ug/mi, 0,3 a 3 ug/mil ou 0,4 a 1 ug/mi por pelo menos
48 horas continuas.

Em uma modalidade especifica, o paciente € administrado com
zanamivir através de infuséo intravenosa em uma taxa de 0,1 a 10 mg/h, 0,4
a 7 mg/h ou 1 a 5 mg/h por pelo menos 48 horas continuas.

Em outra modalidade, o paciente &€ administrado com oseltamivir
através de infusao intravenosa em uma taxa de 0,1 a 20 mg/h, 0,4 a 7 mg/h,
1a7mg/h, 1 a5 mg/hou2a7 mg/h por pelo menos 48 horas continuas.

Em varias modalidades, o paciente pode ser administrado com
oseltamivir parenteralmente ou oralmente em uma quantidade de 10 a 150
mg/dia, 10 a 50 mg/dia, 50 a 100 mg/dia, 75 a 150 mg/dia, 150 a 300 mg/dia,
100 a 500 mg/dia ou 1 a 50 mg/dia.

A invengao prové um primeiro agente antiviral, um segundo a-
gente antiviral e um terceiro agente antiviral para administragao separada ou
sequencial simultdnea, onde os trés agentes tém trés mecanismos de acao
diferentes correspondentes, selecionados do grupo consistindo em inibidor
de adsorgao do virus da gripe, inibidor de M2, inibidor de desidrogenase de
IMP, inibidor da polimerase de RNA, oligonucleotideo de interferéncia espe-
cifico de gripe e inibidor de neuraminidase.

A invencao também prové um primeiro agente antiviral, um se-
gundo agente antiviral e um terceiro agente antiviral para uso combinado em
terapia, onde os trés agentes antivirais tém trés mecanismos de acéao dife-
rentes correspondentes, selecionados do grupo consistindo em inibidor de
adsorcao do virus da gripe, inibidor de M2, inibidor de desidrogenase de
IMP, inibidor da polimerase de RNA, oligonucleotideo de interferéncia espe-
cifico de gripe e inibidor de neuraminidase.

A invengao também prové um primeiro agente antiviral, um se-
gundo agente antiviral e um terceiro agente antiviral para uso combinado no
tratamento e/ou profilaxia de infecgdo por gripe, onde os trés agentes antivi-
rais tém trés mecanismos de acgao diferentes correspondentes, selecionados
do grupo consistindo em inibidor de adsorgao do virus da gripe, inibidor de
M2, inibidor de desidrogenase de IMP, inibidor da polimerase de RNA, oligo-
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nucleotideo de interferéncia especifico de gripe e inibidor de neuraminidase.

A invengao também prové um primeiro agente antiviral, um se-
gundo agente antiviral e um terceiro agente antiviral na fabricagdo de um
medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de infecgao de gripe, onde os
trés agentes antivirais tém trés mecanismos de acao diferentes correspon-
dentes, selecionados do grupo consistindo em inibidor de adsorgao do virus
da gripe, inibidor de M2, inibidor de desidrogenase de IMP, inibidor da poli-
merase de RNA, oligonucleotideo de interferéncia especifico de gripe e inibi-
dor de neuraminidase. Conforme descrito abaixo, os trés agentes podem ser
administrados separadamente um do outro ou em combinagtes duplas ou
triplas.

A invengao também prové o uso de um agente antiviral na fabri-
cacao de um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de infeccao de
gripe, onde o agente antiviral € selecionado do grupo consistindo em inibido-
res de adsorgao do virus da gripe, inibidores de M2, inibidores de desidroge-
nase de IMP, inibidores de polimerase de RNA, oligonucleotideos de interfe-
réncia especificos de gripe e inibidores de neuraminidase, € onde o medi-
camento é preparado para administragao (ou € administrado) a um paciente
em combinacao com dois agentes antivirais adicionais, onde os trés agentes
antivirais tém mecanismos de acao diferentes, selecionados do grupo con-
sistindo em inibidor de adsor¢éo do virus da gripe, inibidor de M2, inibidor de
desidrogenase de IMP, inibidor de polimerase de RNA, oligonucleotideo de
interferéncia especifico de gripe e inibidor de neuraminidase.

A invengao também prové o uso de um primeiro agente antiviral
na fabricagdo de um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de in-
feccao de gripe, onde o medicamento é preparado para administracao (ou €
administrado) a um paciente em combinagdo com um segundo agente antivi-
ral e um terceiro agente antiviral, onde: a) o primeiro agente antiviral é sele-
cionado do grupo consistindo em inibidor de adsorgéo do virus da gripe e
inibidor de M2; b) o segundo agente antiviral & selecionado do grupo consis-
tindo em inibidor de desidrogenase de IMP e inibidor de polimerase de RNA;

e c¢) terceiro agente antiviral é selecionado do grupo consistindo em oligonu-
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cleotideo de interferéncia e inibidor de neuraminidase.

A invencao também prové o uso de um segundo agente antiviral
na fabricagdo de um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de in-
feccao de gripe, onde o medicamento é preparado para administragao (ou é
administrado) a um paciente em combinagido com um primeiro agente antivi-
ral e um terceiro agente antiviral, onde: a) o primeiro agente antiviral é sele-
cionado do grupo consistindo em inibidor de adsor¢cédo do virus da gripe e
inibidor de M2; b) o segundo agente antiviral & selecionado do grupo consis-
tindo em inibidor de desidrogenase de IMP e inibidor de polimerase de RNA;
e c) o agente antiviral é selecionado do grupo consistindo em oligonucleoti-
deo de interferéncia e inibidor de neuraminidase.

A invencao também prové o uso de um terceiro agente antiviral
na fabricagcdo de um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de in-
feccao de gripe, onde o medicamento é preparado para administragéao (ou é
administrado) a um paciente em combinagado com um primeiro agente antivi-
ral e um segundo agente antiviral, onde: a) o primeiro agente antiviral & sele-
cionado do grupo consistindo em inibidor de adsor¢ao do virus da gripe e
inibidor de M2; b) o segundo agente antiviral & selecionado do grupo consis-
tindo em inibidor de desidrogenase de IMP e inibidor de polimerase de RNA;
e c) o agente antiviral & selecionado do grupo consistindo em oligonucleoti-
deo de interferéncia e inibidor de neuraminidase.

A invengao também prové o uso de um primeiro € um segundo
agente antiviral na fabricagcdo de um medicamento para o tratamento e/ou
profilaxia de infeccao de gripe, onde o medicamento & preparado para admi-
nistracdo (ou € administrado) a um paciente em combinagdo com um tercei-
ro agente antiviral, onde: a) o primeiro agente antiviral € selecionado do gru-
po consistindo em inibidor de adsorgao de virus da gripe e inibidor de M2; b)
o segundo agente antiviral & selecionado do grupo consistindo em inibidor de
desidrogenase de IMP e inibidor de polimerase de RNA; e c) o terceiro agen-
te antiviral & selecionado do grupo consistindo em oligonucleotideo de inter-
feréncia e inibidor de neuraminidase.

A invengao também prové o uso de um ou mais agente(s) antivi-
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ral(ais) na fabricagdo de um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia
de infecgao de gripe, onde os agentes antivirais tém mecanismos de agao
diferentes, selecionados do grupo consistindo em inibidor de adsor¢ao do
virus da gripe, inibidor de M2, inibidor de desidrogenase de IMP, inibidor de
polimerase de RNA, oligonucleotideo de interferéncia especifico de gripe e
inibidor de neuraminidase, e onde o medicamento € preparado para adminis-
tracao (ou € administrado) a um paciente em combinagdo com um ou mais
agentes antivirais adicionais de maneira que o paciente recebe trés agentes
antivirais tendo mecanismos de acao diferentes selecionados do dito grupo.

A invencao também prové o uso de um agente antiviral na fabri-
cacao de um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de infec¢do de
gripe em um paciente, onde o agente antiviral & selecionado do grupo con-
sistindo em inibidores de adsorgao de virus da gripe, inibidores de M2, inibi-
dores de desidrogenase de IMP, inibidores de polimerase de RNA, oligonu-
cleotideos de interferéncia especificos de gripe e inibidores de neuraminida-
se, e onde o paciente foi previamente tratado com pelo menos dois agentes
antivirais adicionais, onde os ditos agentes antivirais tém mecanismos de
acao diferentes, os ditos mecanismos de acao diferentes sendo seleciona-
dos do grupo consistindo em inibidor de adsorgéo de virus da gripe, inibidor
de M2, inibidor de desidrogenase de IMP, inibidor de polimerase de RNA,
oligonucleotideo de interferéncia especifico de gripe e inibidor de neuramini-
dase.

A invencao também prové o uso de um primeiro agente antiviral
na fabricagdo de um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de in-
feccao de gripe em um paciente, onde o paciente foi previamente tratado
com um segundo agente antiviral e, opcionalmente, um terceiro agente anti-
viral, onde: a) o primeiro agente antiviral & selecionado do grupo consistindo
em inibidor de adsorg¢ao do virus da gripe e inibidor de M2; b) o segundo a-
gente antiviral & selecionado do grupo consistindo em inibidor de desidroge-
nase de IMP e inibidor de polimerase de RNA; e c) o terceiro agente antiviral
é selecionado do grupo consistindo em oligonucleotideo de interferéncia e

inibidor de neuraminidase.
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A invengao também prové o uso de um segundo agente antiviral
na fabricacdo de um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de in-
feccao de gripe em um paciente, onde o paciente foi previamente tratado
com um primeiro agente antiviral e, opcionalmente, um terceiro agente antivi-
ral, onde: a) o primeiro agente antiviral é selecionado do grupo consistindo
em inibidor de adsor¢ao de virus da gripe e inibidor de M2; b) o segundo a-
gente antiviral € selecionado do grupo consistindo em inibidor de desidroge-
nase de IMP e inibidor de polimerase de RNA; e c) o terceiro agente antiviral
é selecionado do grupo consistindo em oligonucleotideo de interferéncia e
inibidor de neuraminidase.

A invencao também prové o uso de um terceiro agente antiviral
na fabricagcdo de um medicamento para o tratamento e/ou profilaxia de uma
infecgcdo de gripe em um paciente, onde o paciente foi anteriormente tratado
com um primeiro agente antiviral e um segundo agente antiviral, onde: a) o
primeiro agente antiviral € selecionado do grupo consistindo em inibidor de
adsorgao do virus da gripe e inibidor de M2; b) o segundo agente antiviral é
selecionado do grupo consistindo em inibidor de desidrogenase de IMP e
inibidor de polimerase de RNA; e c¢) o terceiro agente antiviral é selecionado
do grupo consistindo em oligonucleotideo de interferéncia e inibidor de neu-
raminidase.

Nesses usos, o tratamento anterior do paciente nao tera sido de
mais do que 7 dias antes da administracdo do dito medicamento (por exem-
plo, nos 7, 6, 5, 4, 3, 2 dias anteriores ou nas 24 horas anteriores).

A invencdo também prové um agente antiviral para uso no tra-
tamento e/ou profilaxia de infeccao de gripe, onde o agente antiviral & sele-
cionado do grupo consistindo em inibidores de adsor¢céo do virus da gripe,
inibidores de M2, inibidores de desidrogenase de IMP, inibidores de polime-
rase de RNA, oligonucleotideos de interferéncia especificos de gripe e inibi-
dores de neuraminidase, e onde o agente antiviral & administrado (ou é pre-
parado para administragdao) com pelo menos um agente antiviral adicional,
onde os ditos agentes antivirais tém mecanismos de ag¢ao diferentes, o dito

mecanismo de ac¢ao diferente sendo selecionado do grupo consistindo em
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inibidor de absorg¢ao do virus da gripe, inibidor de M2, inibidor de desidroge-
nase de IMP, inibidor de polimerase de RNA, oligonucleotideo de interferén-
cia especifico de gripe e inibidor de neuraminidase.

A invengao também prové um primeiro agente antiviral para uso
no tratamento e/ou profilaxia de infeccdo de gripe, onde o primeiro agente
antiviral € administrado (ou €& preparado para administragao) com um segun-
do agente antiviral e, opcionalmente, um terceiro agente antiviral, onde: a) o
primeiro agente antiviral &€ selecionado do grupo consistindo em inibidor de
adsorgao do virus da gripe e inibidor de M2; b) o segundo agente antiviral é
selecionado do grupo consistindo em inibidor de desidrogenase de IMP e
inibidor de polimerase de RNA; e ¢) o terceiro agente antiviral & selecionado
do grupo consistindo em oligonucleotideo de interferéncia e inibidor de neu-
raminidase.

A invengao também prové um segundo agente antiviral para uso
no tratamento e/ou profilaxia de infecgcado de gripe, onde o segundo agente
antiviral € administrado (ou é preparado para administragdo) com um primei-
ro agente antiviral e, opcionalmente, um terceiro agente antiviral, onde: a) o
primeiro agente antiviral & selecionado do grupo consistindo em inibidor de
absorgio do virus da gripe e inibidor de M2; b) o segundo agente antiviral é
selecionado do grupo consistindo em inibidor de desidrogenase de IMP e o
inibidor de polimerase de RNA; e c) o terceiro agente antiviral & selecionado
do grupo consistindo em oligonucleotideo de interferéncia e inibidor de neu-
raminidase.

A invencao também prové um terceiro agente antiviral par auso
no tratamento e/ou profilaxia de infecgao de gripe, onde o terceiro agente
antiviral & administrado (ou & preparado para administragcdo) com um primei-
ro agente antiviral e um segundo agente antiviral, onde: a) o primeiro agente
antiviral é selecionado do grupo consistindo em inibidor de adsorg¢ao do virus
da gripe e inibidor de M2; b) o segundo agente antiviral & selecionado do
grupo consistindo em inibidor de desidrogenase de IMP e inibidor de polime-
rase de RNA,; e o terceiro agente antiviral & selecionado do grupo consistin-
do em oligonucleotideo de interferéncia e inibidor de neuraminidase.
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Breve Descricdo das Figuras

As Figuras 1A-4 sdo uma visdo de cima de seis embalagens
blister respectivas diferentes compreendendo formas de dosagem de acordo
com modalidades diferentes da presente invengao.

A Figura 5 é um grafico de volume de sinergia dos dados gera-
dos a partir do experimento descrito no Exemplo 1B.

Descriciao Detalhada da Invencéao

A invencgao prové métodos, usos, composigdes e kits para trata-
mento de um paciente humano tendo uma infecgao pelo virus da gripe ou
suspeito de estar infectado com ou sob risco de exposi¢ao ao virus da gripe.
A invencgao pode ser usada para prevenir ou reduzir a probabilidade da ge-
racao de cepas resistentes a farmaco, para tratar um paciente humano sus-
peito de estar infectado com ou sob risco de exposicdo a um virus da gripe
resistente a farmaco e para minimizar os efeitos colaterais e toxidez associ-
ados com monoterapia.

Um aspecto da invengao € um método para o tratamento ou pro-
filaxia de gripe em um paciente para reduzir ou prevenir sintomas associa-
dos com infecgao de virus da gripe. O paciente pode ser humano ou qual-
quer outro animal suscetivel a infecgao por gripe (por exemplo, animais do-
mésticos tal como gatos e cachorros; animais de fazenda tal como cavalos,
vacas, porcos, galinhas, etc.). Padrées de cuidado médico sao usados para
determinar que um paciente esta provavelmente infectado com virus da gri-
pe ou esta sob risco de exposigdo a virus da gripe. O virus da gripe pode ser
um virus A ou B. Em modalidades especificas, o virus €& virus da gripe A (por
exemplo, HIN1, H1N2, H2N2, H3N2, H5N1, H7N7, HON2, etc.).

O método compreende administragcdo ao paciente de uma com-
binagado de trés agentes antivirais diferentes (referida aqui como "combina-
cao tripla") tendo trés mecanismos de acgao diferentes correspondentes sele-
cionados do grupo consistindo em inibidor de adsor¢ao do virus da gripe,
inibidor de M2, inibidor de desidrogenase de IMP, inibidor de polimerase de
RNA, oligonucleotideo de interferéncia especifico de gripe e inibidor de neu-

raminidase. Um ou mais agentes antivirais adicionais podem ser adicionados
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a combinagéao ftripla (por exemplo, um quarto agente antiviral tendo um me-
canismo de acao que difere dos trés mecanismos da combinagéao tripla ou
que € igual a um dos mecanismos da combinagéo tripla). Referéncias aqui a
agentes antivirais especificos (por exemplo, amantadina, oseltamivir, etc.)
pretendem incluir sais farmaceuticamente aceitaveis dos agentes antivirais
(por exemplo, cloridrato de amantadina, fosfato de oseltamivir, etc.).

Os agentes antivirais sdo de preferéncia administrados em ra-
zb6es e dosagens relativas demonstradas ser aditivas ou sinérgicas com re-
lagdo a uma redugao em carga viral, sintomas, duragdo de doenga, preven-
¢ao de cepas resistentes a farmaco, etc. Sinergia € quando a eficacia da
combinac¢ao é maior do que a eficacia cumulativa de cada farmaco dentro da
combinagdao como agentes sozinhos (Prichard e Shipman, Anfiviral Res.
(1990) 14:181-206). Métodos para medicao de sinergia de farmaco de agen-
tes antivirais sao descritos nos Exemplo abaixo e sdo geralmente conheci-
dos na técnica (vide, por exemplo, Schinazi e outros, Antimicrob. Agents
Chemother. (1982) 22:499-507; e Prichard e Shipman, supra; e Prichard e
outros, Antimicrob. Agent Chemother (1993) 37:540-545; cada um aqui in-
corporado a titulo de referéncia). A Figura 5 mostra um grafico de sinergia
tridimensional de dados obtidos a partir do experimento descrito no Exemplo
1B abaixo; a analise foi feita usando métodos descritos por Prichard e outros
(1993), supra.

O uso de quantidades sinergisticas dos agentes antivirais prové
maior eficacia e/ou permite quantidades menores de um ou mais dos farma-
cos a serem usados do que aquelas usadas em monoterapia atual, terapia
resuitando em efeitos colaterais menores para paciente e permitindo a pro-
ducao de mais doses de tratamento a partir de quantidade finita de farmaco
bruta. Em uma modalidade especifica, a combinagao aumenta a sensibilida-
de de uma ou mais cepas de um virus da gripe a pelo menos um dos agen-
tes antivirais em pelo menos 2 vezes, 5 vezes, 10 vezes, 20 vezes, 50 vezes
ou 100 vezes comparado com a sensibilidade do virus ao farmaco quando
usado como uma monoterapia. Por exemplo, quando um farmaco tem uma
ECso de 1,0 pg/ml contra um virus da gripe quando usado como uma mono-
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terapia conforme determinado através de teste in vitro e tem uma ECs5 de
0,01 pg/ml ou menos quando usado em combinagédo com dois outros agen-
tes antivirais, a combinacao é dita aumentar a sensibilidade do virus da gripe
ao farmaco em pelo menos 100 vezes. De preferéncia, a sensibilidade de
dois ou todos os trés farmacos na combinacao € melhorada em pelo menos
2 vezes, 5 vezes, 10 vezes, 20 vezes, 50 vezes ou 100 vezes. O Exemplo
1B abaixo descreve um ensaio in vitro para determinagao de como aumen-
tos de sensibilidade a farmaco podem ser determinados usando uma cepa
de gripe H3N2. O mesmo ensaio pode ser usado para medir sensibilidade a
farmaco contra outras cepas de gripe. Na auséncia de sinergia, combina-
coes de antivirais podem ser ainda benéficas devido a contribuicao aditiva
de cada farmaco dentro da combinacido e a eficacia geral da combinacgéao
sem toxidez adicionada.

Uso da combinagao tripla reduz significantemente a probabilida-
de da geragdo de cepas resistentes a farmaco comparado com monoterapi-
as anteriores. Isto € particularmente vantajoso no tratamento de gripe em um
surto pandémico ou localizado. Ainda, a combinacao tripla pode ser usada
para tratar um paciente humano infectado com ou sob risco de exposicao a
um virus da gripe resistente a farmaco. Devido ao fato de que genotipifica-
¢ao rapida nao esta geralmente disponivel em uma base de tempo real para
médicos permitindo selegcao de farmaco légica com base em perfis de resis-
téncia, a inveng¢ao prové cobertura antiviral ampla e eficaz mesmo na ausén-
cia desses dados. Em modalidades especificas, o virus da gripe resistente a
farmaco é resistente a um dos farmacos da combinagao usada. Surpreen-
dentemente, tratamento com uma combinagao tripla prové um efeito antigri-
pe maior contra virus resistente a farmaco do que tratamento que é igual
exceto pela exclusdo do farmaco para o qual o virus é resistente como uma
monoterapia. Procedimentos médicos padrao sao usados para avaliar a pro-
babilidade de que um paciente esteja infectado com ou esteja sob risco de
exposi¢cdo a um virus resistente a farmaco (por exemplo, através da orienta-
céao do CDC Health Alerts, etc.).

De preferéncia cada farmaco na combinacdo é ativo em uma
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fase diferente no ciclo de vida do virus da gripe. Por exemplo, inibidores de
adsorcao do virus da gripe e inibidores de M2 sao ativos no inicio do ciclo de
vida; inibidores de desidrogenase de IMP e inibidores de polimerase de RNA
sao ativos no meio do ciclo de vida; e oligonucleotideos de interferéncia e
inibidores de neuraminidase sao ativos no final do ciclo de vida.

Exemplos de inibidores de absorcao do virus da gripe incluem
anticorpos monoclonais especificos de hemaglutinina (vide, por exemplo,
Palladino e outros, J. Virol. (1995) 69:2075-81), polioxometalatos (vide, por
exemplo, Shigeta e outros, Antimicrob. Agents Chemother. (1997) 41:1423-
7), polissacarideo sulfatados, proteinas de fusao sialidase (por exemplo,
Fludase) e O-glicosideos de acido sialico (vide, por exemplo, Guo e outros,
Glycobiology (2002) 12:183-90). Esses e outros inibidores de adsorgcao de
gripe séo conhecidos na técnica (vide, por exemplo, Combating the Threat of
Pandemic Influenza: Drug Discovery Approaches, Ed. Paul F. Torrence,
John Wiley and Sons Ltd. (2007), incorporado aqui a titulo de referéncia.

Exemplos de inibidores de M2 incluem compostos aminoada-
mantano tal como amantadina (1-amino-adamantano), rimantadina (1-(1-
aminoetil)adamantano), espiro[ciclopropano-1,2'-adamantan}-2-amina, espi-
ro[pirrolidina-2,2'-adamantano], espiro[piperidina-2,2'-adamantano], 2-(2-
adamantil)piperidina, 3-(2-adamantil)pirrolidina, 2-(1-adamantil)piperidina, 2-
(1-adamantil)pirrolidina e 2-(1-adamantil)-2-metil-pirrolidina; e anticorpos
monoclonais especificos de M2 (vide, por exemplo, US 20050170334; e Ze-
bedee e Lamb, J. Virol. (1988) 62:2762-72). Em uma modalidade preferida,
um dos agentes antivirais na combinagao tripla € amantadina ou rimantadi-
na.

Exemplos de inibidores de desidrogenase de IMP incluem ribavi-
rina, viramidina (um pré-farmaco de ribavirina) e merimepodibe ((VX-497,
vide, por exemplo, Markiand e outros, Antimicrob. Agents Chemother. (2000)
44:859-66).

Conforme aqui usado, o termo inibidor de polimerase de RNA
refere-se a um agente antiviral que inibe a atividade de polimerase, protease

e/ou endonuclease do complexo de polimerase de RNA viral ou uma de suas
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subunidades (isto &, PB1, PB2 e PA). Inibidores de polimerase de RNA e-
xemplares incluem analogos de nucleosideo antivirais tal como ribavirina,
viramidina, 6-flior-3-hidréxi-2-pirazinocarboxamida (T-705), 2'-deséxi-2'-
fluorguanosina, pirazofurina, 3-desazaguanina, carbodina (vide, por exem-
plo, Shannon e outros, Antimicrob. Agents Chemother. (1981) 20:769-76) e
ciclopenenil citosina (vide, por exemplo, Shigeta e outros, Antimicrob. Agents
Chemother. (1988) 32:906-11); e o inibidor de endonuclease flutimida (vide,
por exemplo, Antimicrob. Agents Chemother. (1996) 40:1189-93). Em uma
modalidade preferida, um dos agentes antivirais na combinacao tripla é riba-
virina ou viramidina.

Exemplos de oligonucleotideos de interferéncia especificos de
gripe incluem siRNAs (vide, por exemplo, Zhou e outros, Antiviral Res.
(2007) 76:186-93), oligonucleotideos de antissenso, oligonucleotideos de
fosforotioato, ribozimas (vide, por exemplo, Patente U.S. N° 6.258.585 para
Draper), oligbmeros de morfolino e acidos nucleicos de peptideo (vide, por
exemplo, Schubert e Kurreck, Handb Exp. Pharmacol. (2006) 173:261-87).

Exemplos de inibidores de neuraminidase incluem oseltamivir,
carboxilato de oseltamivir (GS4071; vide, por exemplo, Eisenberg e outros,
Antimicrob. Agents Chemother. (1997) 41:1949-52), zanamivir, peramivir
(RWJ-27021; BXC-1812, BioCryst), acido 2,3-didesidro-2-desoxi-N-acetil-
neuraminico (DANA), acido 2-desdéxi-2,3-desidro-N-trifluoracetilneuraminico
(FANA), A-322278 e A-315675 (vide Patente U.S. N°® 6.455.571 para Maring
e outros, e Kati e outros, Antimicrob. Agents Chemother. (2002) 46:1014-21).
Em uma modalidade preferida, um dos agentes antivirais na combinagao
tripla é oseltamivir, peramivir ou zanamivir.

Em uma modalidade, o primeiro agente antiviral € um inibidor de
M2, de preferéncia amantadina; o segundo agente antiviral € um analogo de
nucleosideo antiviral, de preferéncia ribavirina ou viramidina; e o terceiro a-
gente antiviral € um inibidor de neuraminidase, de preferéncia oseltamivir ou
zanamivir. Em outra modalidade, o primeiro agente antiviral € amantadina ou
rimantadina; o segundo agente viral é ribavirina ou viramidina e o terceiro

agente antiviral € oseltamivir, carboxilato de oseltamivir, peramivir ou zana-
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mivir.

Cada agente antiviral da combinagdo €& administrado usando
uma ou mais vias de administracdo adequadas para o agente particular (por
exemplo, oralmente, parenteralmente, através de inalagao, transdermalmen-
te, intranasalmente, administracdo gastrica (por exemplo, através de tubos
de alimentacdao G-, NG-, J-, etc.) etc.). Em varias modalidades, os agentes
antivirais sdo preparados para administracao oral e/ou administracao gastri-
ca (por exemplo, através de tubos de alimentagao) como liquidos, xaropes,
suspensodes, comprimidos, capsulas, contas em capsulas ou contas em sa-
ché. Em algumas modalidades, pelo menos um dos agentes antivirais & ad-
ministrado através de uma via de administragao (por exemplo, parenteral-
mente) e pelo menos um dos agentes antivirais € administrado através de
uma via de administragao alternativa (por exemplo, oraimente ou através de
inalagao).

Em modalidades de dosagem oral, um ou mais dos agentes an-
tivirais podem ser providos em uma forma de liberagao imediata (IR) ou libe-
racdo prolongada (ER). A preparagédo de formas de dosagem ER (também
referidas na técnica como formas de dosagem de "liberagdao controlada”,
"liberacao sustentada"” e "liberacao modificada") € bem conhecida. Formas
de dosagem ER de inibidor de M2 adequadas sao descritas na USSN
11/285.905 e na USSN 11/399.879, ambas para Went e outros, cujos conte-
udos sdo aqui incorporados a titulo de referéncia. Os agentes antivirais po-
dem ser administrados como formulagées separadas, simultaneamente, ou
sequencialmente. Alternativamente dois ou mais dos agentes antivirais po-
dem ser providos como composicdes de combinacao em formas de dosa-
gem unicas.

Quando tratando uma infecgdo por virus da gripe estabelecida
em um paciente apresentando sintomas de vomito e/ou diarreia, administra-
cao parenteral & particularmente preferida, uma vez que administracao oral
pode nao ser eficaz em atingir rapidamente a concentragcao desejada no
plasma dos agentes antivirais. De preferéncia, a administragao parenteral €

selecionada de infusdo intravenosa, inje¢ao intravenosa ou injeg¢ao intra-
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muscular. Mais preferida € uma infusdo intravenosa. Um kit preferido para
administracao parenteral compreende um inibidor de M2 (amantadina ou
rimantadina), e analogo de nucleosideo antiviral (ribavirina ou viramidina), e
opcionalmente um inibidor de neuraminidase (oseltamivir, carboxilato de o-
seltamivir e zanamivir), que sdo parenteralmente administrados junto com
um veiculo farmaceuticamente aceitavel em uma composi¢cdo farmacéutica
unica. Em outras modalidades, o inibidor de M2, o analogo de nucleosideo
antiviral e opcionalmente o inibidor de neuraminidase sao parenteralmente
administrados como formas de dosagem separadas. Em algumas modalida-
des, pelo menos um do inibidor de M2, do analogo de nucleosideo antiviral e
do inibidor de neuraminidase, se presente, € inicialmente provido na forma
de uma composicgao liofilizada que é reconstituida com um veiculo farmaceu-
ticamente aceitavel antes da administragdo parenteral. Em algumas modali-
dades, o inibidor de M2, o analogo de nucleosideo antiviral e o inibidor de

neuraminidase, se presente

L das nte, sdo cada um inicialmente
piente separado e, em seguida, sdo combinados com um veiculo farmaceu-
ticamente aceitavel antes da administragdo parenteral. Em algumas modali-
dades, um dos agentes antivirais pode ser provido em forma liofilizada que é
reconstituida por uma formulagao liquida de um dos outros agentes antivi-
rais.

A concentragdo no plasma de cada farmaco na combinagéao tri-
pla & de preferéncia mantida entre uma C.,in € uma Cn.x desejada por pelo
menos 24, 48, 72, 96, 120, 144 ou 168 horas continuas. Testes clinicos de
rotina sdo usados para determinar as concentragdes no plasma médias Cnin,
Cmax € Cmedia d& uma populagédo de paciente através de varios regimes de
dosagem. A duragao da terapia é tipicamente 5-10 dias para tratamento ou
até que o virus tenha sido eliminado do paciente. Para profilaxia, a dose dia-
ria dos agentes antivirais administrados é tipicamente 50% daquela usada
para tratamento e € administrada durante o curso de duas ou mais semanas,
tipicamente até cerca de 6 semanas ou mais até o risco de infeccao diminuir.

A invencgao é exemplificada mais abaixo com relagdo aos usos

de agentes antivirais especificos e combinag¢des de agentes antivirais e as
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dosagens e concentragdes nas quais eles sao usados. Dosagens e concen-
tracbes adequadas dos agentes antivirais que ndo sao exemplificadas mais
abaixo podem ser determinadas usando informacgao disponivel na literatura e
através de experimentagao de rotina, tal como descrito nos exemplos abaixo
e conhecido geralmente na técnica.

Em uma modalidade especifica da invengao, o primeiro agente
antiviral da combinacgao tripla € amantadina ou rimantadina, que € adminis-
trado ao paciente em uma quantidade que mantém uma concentragao no
plasma de amantadina ou rimantadina entre 0,05 pg/ml (Cmin) @ 5,0 pg/mil
(Cmax), de preferéncia 0,1 a 3,0 uyg/ml, com mais preferéncia 0,1 a 1,5 pg/ml
e com mais preferéncia 0,3 a 1,5 pyg/ml por pelo menos 48 horas continuas.
A concentracdo desejada no plasma pode ser conseguida administrando a
amantadina ou rimantadina parenteralmente ou oralmente em uma quanti-
dade de 5 a 500 mg/dia, 20 a 250 mg/dia, 100 a 800 mg/dia, 100 a 600
mg/dia, 200 a 700 mg/dia ou 200 a 500 mg/dia. Dosagens orais diarias parti-
cularmente preferidas variam de a partir de cerca de 50-400 mg/dia, 75-300
mg/dia, 100-250 mg/dia ou 100-200 mg/dia.

Em algumas modalidades, formas de dosagem oral de amanta-
dina e rimantadina exemplares contém pelo menos cerca de 25, 50, 75, 100,
125, 150, 175 ou 200 mg por forma de dosagem e até cerca de 75, 100, 125,
150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 350 ou 400 mg por forma de dosagem.
Uma, duas, trés ou quatro das ditas formas de dosagem podem ser adminis-
tradas uma ou duas vezes por dia para profilaxia ou tratamento. As doses
diarias resultantes podem ser pelo menos 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ou
200 mg por dia e até cerca de 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275,
300, 325, 350, 400, 450, 500, 550, 660, 650, 700, 750 ou 800 mg/dia. Em um
tratamento exemplar, o paciente auto-administra duas formas de dosagem
unitarias ER de amantadina de 125 mg (por exemplo, capsulas ou comprimi-
dos) a cada doze horas (por exemplo, BID) para um total de cerca de 500
mg/dia de amantadina, tipicamente tomadas em combinagao com ribavirina
conforme descrito abaixo. Também neste exemplo, a dose profilatica € uma

forma de dosagem ER de 125 mg BID.
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Para administracdo oral de 200 mg/dia ou mais de amantadina
ou rimantadina, formulagcdes ER sao preferidas uma vez que elas permitem
razées Cmax/Cmin menores, deste modo otimizando os tempos que as con-
centracdes de inibidor de M2 permanecem acima da EDsg, enquanto minimi-
zando toxidez. Em uma formulagdo ER preferida, a amantadina ou rimanta-
dina tem um perfil de dissolugao in vitro menor do que cerca de 70% em pe-
so em uma hora, menor do que cerca de 90% em peso em duas horas, mai-
or do que cerca de 40% em peso em seis horas € maior do que cerca de
85% em peso em 12 horas, conforme medido usando um sistema de disso-
lugao do tipo 2 USP (pa) a 50 rpm, em uma temperatura de 37+0,5°C com
500 ml de agua como um meio de dissolugdo. Ainda preferida € uma formu-
lacao ER de amantadina e rimantadina com um perfil de dissolucao in vitro
menor do que 20% em peso em uma hora, menor do que cerca de 50% em
duas horas, maior do que cerca de 40% em seis horas e maior do que cerca
de 90% em doze horas conforme acima medido. Esta redu¢do em dissolu-
¢ao pode reduzir vantajosamente a variabilidade interdose em concentragao
no plasma para o agente ativo ou melhorar a tolerabilidade do agente ativo,
especialmente quando administragao € BID ou QD. Em certas modalidades,
a amantadina ou rimantadina esta em uma forma de dosagem oral e tem um
Tmax de pelo menos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou
20 horas.

Em uma modalidade especifica, o paciente € administrado com
amantadina através de infus&o intravenosa em uma taxa de 1 a 50 mg/h, 3 a
40 mg/h ou 5 a 30 mg/h por pelo menos 48, 72 ou 96 horas continuas.

Em uma modalidade da invencdo, o segundo agente viral da
combinagao tripla é ribavirina ou viramidina. Em uma modalidade preferida,
a ribavirina ou a viramidina & administrado junto com amantadina ou riman-
tadina nas quantidades mencionadas acima. A ribavirina ou a viramidina €
administrada ao paciente em uma quantidade para atingir uma concentracao
no plasma de 0,1 ug/mi (Cnin) @ 10,0 pg/mi (Cmax), 0,5 a 8 pg/mi, 0,5 a 5
pg/ml, 1 a6 yg/ml, 1 a4 p/mi, 2 a6 pg/ml, 2 a 4 yg/mi, 0,01-2 pg/mi ou 0,2-

2,0 ug/ml por pelo menos 48, 72 ou 96 horas continuas. A concentragao no
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plasma desejada pode ser alcangada através da administragdo da ribavirina
parenteralmente ou oralmente em uma quantidade de 50 a 2400 mg/dia, 50
a 2000 mg/dia, 50 a 1600 mg/dia, 100 a 1200 mg/dia, 400 a 800 mg/dia, 50 a
600 mg/dia, 75 a 500 mg/dia ou 75 a 200 mg/dia. Em uma modalidade prefe-
rida, a ribavirina ou a viramidina &€ administrada em dosagens diarias baixas
que tém efeito aditivo ou sinérgico quando administrados em combinagao
com amantadina ou rimantadina e um inibidor de neuraminidase tal como
oseltamivir, peramivir ou zanamivir. As dosagens baixas sao tipicamente
cerca de 10-800 mg/dia, 25-600 mg/dia, 50-600 mg/dia e de preferéncia cer-
ca de 75-500 mg/dia. Em um tratamento exemplar, a paciente auto-
administra uma forma de dosagem unitaria de ribavirina de 160 mg BID por
um total de 320 mg/dia de ribavirina.

Em uma modalidade especifica, a ribavirina ou a viramidina é
administrada oralmente em quantidades de pelo menos cerca de 10, 25, 30,
40, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ou 200 mg por forma de dosagem e até cerca
de 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450 ou 500 mg por forma de dosagem.
Uma, duas, trés ou quatro das ditas formas de dosagem podem ser adminis-
tradas uma ou duas vezes por dia para profilaxia ou tratamento. As doses
diarias resultantes podem ser pelo menos 10, 25, 30, 40, 50, 75, 100, 125,
150, 175 ou 200 mg por dia e até cerca de 100, 125, 150, 175, 200, 225,
250, 275, 300, 325, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 1200,
1600 ou 2000 mg/dia. Em um tratamento exemplar, o paciente auto-
administra formas de dosagem 2 x 200 mg BID para um total de cerca de
800 mg por dia. Também neste exemplo, a dose profilatica € forma de dosa-
gem 1 x 200 mg BID.

A ribavirina ou a viramidina (e opcionalmente um ou ambos os
outros agentes antivirais) pode ser administrada iniciaimente em quantidade
de dose de carga e entdao administrada em uma quantidade de dose de ma-
nutencao, onde a quantidade de dose de carga € cerca de 1,5 a cerca de 3
vezes a quantidade de dose de manutengao diaria. A dose de carga pode
ser administrada através de uma via que é igual ou diferente daquela da do-

se de manutengao subsequente. A dose de carga é de preferéncia adminis-
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trada parenteralmente ou oralmente e com mais preferéncia parenteralmen-
te. De preferéncia, a dose de carga é administrada como uma infusao intra-
venosa, injegao intravenosa ou injegdo intramuscular. Com infusao intrave-
nosa, a dose de carga pode ser alcangada usando uma concentragao maior
do agente antiviral na primeira bolsa i.v. infundida no paciente. Alternativa-
mente, a bolsa de infuséo i.v. inicial pode ter a mesma concentragcao de a-
gentes ativos que as bolsas i.v. subsequentes, mas ser administrada com
uma taxa alta de infusado (por exemplo, 3-6 horas comparado com 8 horas).

Em uma modalidade especifica, o paciente € administrado com
ribavirina ou viramidina através de infusao intravenosa em uma taxa de 5 a
200 mg/h, 10 a 150 mg/h, 15 a 100 ou 20 a 80 mg/h por pelo menos 48, 72
ou 96 horas continuas.

Em uma modalidade particular da invengao, a ribavirina ou vira-
midina € administrada junto com amantadina e oseltamivir no tratamento de
um virus da gripe que é resistente a monoterapia de amantadina ou oselta-
mivir.

Em uma modalidade da invengao, o terceiro agente antiviral da
combinacgao tripla € um inibidor de neuraminidase selecionado do grupo
consistindo em oseltamivir, carboxilato de oseltamivir, zanamivir e peramivir.
Oseltamivir e zanamivir sao particularmente preferidos. O inibidor de neura-
minidase, de preferéncia oseltamivir ou zanamivir, &€ administrado ao pacien-
te em uma quantidade para alcangar uma concentragcdo no plasma entre
0,001 a 5 ug/ml, 0,02 yg/mi a 5 pg/mi, 0,1 a 3 pg/ml, 0,1 a 1 pg/ml, 0,3 a 3
pg/ml, 0,3 a 1 ug/mi, 0,001 a 0,1 ug/mi ou 0,0001 a 0,01 pg/ml por pelo me-
nos 48, 72 ou 96 horas continuas. A concentragdo no plasma desejada pode
ser alcangada através da administracao de oseltamivir parenteralmente ou
oralmente em uma quantidade de 10 a 150 mg/dia, 10 a 50 mg/dia, 50 a 100
mg/dia, 75 a 150 mg/dia, 150 a 300 mg/dia ou 100 a 500 mg/dia. Zanamivir é
tipicamente administrado em uma quantidade de 25-150 mg/dia, de prefe-
réncia 40-100 mg/dia.

Em uma modalidade preferida, o inibidor de neuraminidase &

administrado em dosagens didrias baixas que tém efeito aditivo ou sinérgico
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quando administrado em combinagdo com amantadina e ribavirina ou vira-
midina. Em modalidades especificas, efeito sinérgico & alcangado quando
concentragbes no plasma de 0,15-1,5 pg/ml de amantadina, 0,0001-0,01
pg/ml de oseltamivir e 0,6-6 pg/ml de ribavirina sdo mantidas no paciente por
pelo menos 48, 72 ou 96 horas continuas. Dosagens especificas que alcan-
¢cam essas concentragoes no plasma sao determinadas usando calculos de
rotina e confirmadas através de testes clinicos. As dosagens baixas de osel-
tamivir sao tipicamente cerca de 1-50 mg/dia, de preferéncia cerca de 1-25
mg/dia e com mais preferéncia cerca de 2,5-10 mg/dia. Em um tratamento
exemplar, um paciente auto-administra uma forma de dosagem unitaria de
25 mg de oseltamivir tomado QD ou BID. Em modalidades preferidas, osel-
tamivir em qualquer uma das dosagens acima €& tomado em combinagéao
com qualquer uma das quantidades acima descritas de amantadina e ribavi-
rina. Em uma modalidade especifica, 25 mg de oseltamivir sdo tomados QB
ou BID junto com 160 mg de amantadina e 160 mg de ribavirina (ou em for-
mas de dosagem unitaria separadas ou em uma forma de dosagem unitaria
em combinacgao) que sao também tomados QD ou BID. Em outra modalida-
de especifica, 75 mg de oseltamivir sdo tomados QD ou BID junto com 100
mg de amantadina QD ou BID e 600 mg de ribavirina QD ou BID.

Em uma modalidade especifica, o paciente € administrado com
oseltamivir através de infus@o intravenosa em uma taxa de 0,1 a 20 mg/h,
0,4 a7 mg/h,1a7mg/h, 1ab5mg/hou2a7 mg/h por pelo menos 48, 72 ou
96 horas continuas. A concentragao no plasma desejada de zanamivir pode
ser alcancada através da administragdo parenteral em uma quantidade de §
a 250 mg/dia, 10 a 200 mg/dia ou 25 a 150 mg/dia. Em uma modalidade es-
pecifica, o paciente é administrado com zanamivir através de infusao intra-
venosa em uma taxa de 0,1 a 10 mg/h, 0,4 a 7 mg/h ou 1 a 5 mg/h por pelo
menos 48, 72 ou 96 horas continuas.

Em uma modalidade especifica, o paciente &€ administrado com
oseltamivir oralmente em uma quantidade de 1 a 75 mg/dia, 1 a 50 mg/dia, 1
a 25 mg/dia, 10 a 150 mg/dia, 50 a 100 mg/dia, 75 a 150 mg/dia ou 150 a
300 mg/dia. Em varias modalidades, a quantidade de oseltamivir administra-
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da de acordo com a presente invencgao, se presente, pode ser pelo menos
cercade 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 90, 100, 110, 120,
130, 140 ou 150 mg por forma de dosagem e até cerca de 75, 80, 90, 100,
110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 ou 200 mg por forma de dosa-
gem. Uma, duas, trés ou quatro das ditas formas de dosagem podem ser
administradas uma ou duas vezes por dia para profilaxia ou tratamento. As
doses diarias resultantes podem ser pelo menos 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 ou 150 mg por dia e até cerca
de 75, 100, 120, 140, 150, 160, 180, 200, 220, 240, 250, 260, 280 ou 300 mg
por dia. Em um tratamento exemplar, o paciente auto-administra uma forma
de dosagem de 75 mg BID para um total de cerca de 150 mg por dia; para
profilaxia e dose & 75 mg tomada uma vez por dia a cada 24 horas (QD).

Em adicao a terapia antiviral tripla, o paciente pode receber uma
terapia adjunta para reforgar as respostas antivirais naturais. Terapias adjun-
tas exemplares incluem tratamento com interferon, interferon peguilado, vi-
tamina D (vide, por exemplo, Cannell e outros, Epidemol. Infect. (2006)
134:1129-40), geranilgeranilacetona (vide, por exemplo, Unoshima e outros,
Antimicrob. Agents Chemother. (2003) 47:2914-21), poli ICLC (vide, por e-
xemplo, Wong e outros, Antimicrob. Agents Chemother. (1995) 39:2574-6),
Ampligen® e CpG-oligodesoxinucleotideos (vide, por exemplo, Lopez e ou-
tros, Vet. Immunol. Immunopathol. 15 de novembro de 2006; 114(1-2):103-
10). Tais terapias adjuntas podem ser particularmente benéficas para profi-
laxia de gripe. No entanto, para tratamento de infec¢gdes de gripe ativas pode
ser desejado evitar certas terapias adjuntas (por exemplo, tratamento com
interferon). Ao invés disso, 0os agentes antivirais podem ser administrados
em conjunto com tratamentos anti-imunes/anti-inflamatérios tal como corti-
costeroides (por exemplo, metilprednisolona, hidrocortisona, etc.) ou estati-
nas (por exemplo, atorvastatina, sinvastatina, etc.) para reduzir a probabili-
dade de uma "tempestade de citocina".

Outro aspecto da invengao é uma composi¢cao e uso da mesma
para o tratamento ou profilaxia de gripe em um paciente humano. Em varias

modalidades, as composi¢coes sdo preparadas para administragdo oral, pa-
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renteral ou gastrica (por exemplo, através de tubos de alimentagao) como
liquidos, xaropes, suspensdes, comprimidos, capsulas, contas em capsulas
ou contas em sachés.

Em um modalidade especifica, a composicdo compreende a-
mantadina ou rimantadina, e ribavirina ou viramidina, e opcionalmente osel-
tamivir em formas de dosagem uUnicas para administragao oral, gastrica ou
parenteral. Em uma modalidade especifica, uma forma de dosagem unica
contém amantadina em qualquer uma das quantidades especificadas acima
(isto &, 25, 50, 75... 300 mg) em combinagcao com ribavirina em qualquer
uma das quantidades especificadas acima (isto &, 25, 50, 75... 500 mg) e
opcionalmente oseltamivir em qualquer uma das quantidades especificadas
acima (isto &, 25, 30, 40... 200 mg). Em uma modalidade, a composicao
compreende uma combinagao de ribavirina e amantadina ER que tem de
preferéncia um perfil de dissolugao in vitro e/ou Tmax conforme previamente
acima descrito.

Em uma modalidade, a composicdo compreende 10 a 60 por
cento em peso (% em peso), 25 a 50% em peso ou 50 a 75% em peso de
amantadina ou rimantadina; e 30 a 80% em peso, 50 a 75% em peso ou 25
a 50% em peso de ribavirina ou viramidina, onde as porcentagens em peso
sao baseadas no peso total de agentes ativos na composi¢do. A composicao
pode compreender ainda 0,5-30% em peso de oseltamivir. Em modalidades
preferidas, a composigdo contém quantidades de amantadina e ribavirina
que exibem efeito aditivo ou sinérgico, conforme acima descrito, quando u-
sados em combinacgao tripla com um inibidor de neuraminidase tal como o-
seltamivir, peramivir ou zanamivir, para o tratamento ou profilaxia de gripe.

Para administragao parenteral, a composi¢ao pode estar em
uma forma de pé liofilizado ou liquido estéril contido em um frasco. O frasco
pode ser equipado com um septo de borracha para permitir entrada de se-
ringa para reconstituicao ou retirada dos teores do frasco.

Para administragao oral, a composi¢ao pode estar em uma for-
ma de dosagem unitaria tal como uma capsula ou comprimido. Uma forma

de dosagem unitaria exemplar para administracdo oral compreende 25-125
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mg ou 150-300 mg de amantadina, opcionalmente em forma ER, e 50-200
mg de ribavirina em comprimidos ou capsulas. Uma forma de dosagem da
invencao compreende 160 mg de HCL de amantadina ER e 120 mg de riba-
virina IR. Outra forma de dosagem exemplar € uma capsula compreendendo
160 mg de amantadina e 160 mg de ribavirina e 75 mg de oseltamivir.

Outro aspecto da invengao sao kits compreendendo um inibidor
de M2 (por exemplo, amantadina ou rimantadina), analogo de nucleosideo
antiviral (por exemplo, ribavirina ou viramidina) e opcionalmente um inibidor
de neuraminidase (por exemplo, peramivir, zanamivir ou oseltamivir). Os a-
gentes antivirais no kit podem ser providos em formas de dosagem separa-
das que sao co-embaladas juntas, uma vez que isso pode maximizar a faci-
lidade com a qual a quantidade terapéutica apropriada pode ser administra-
da a um individuo com necessidade dos mesmos.

Em uma modalidade especifica, os kits compreendem sachés
contendo um ou mais dos agentes ativos. Os sachés podem conter contas
dos agentes ativos em uma quantidade de dose unitaria adequada para ad-
ministragao oral, enteral ou gastrica (por exemplo, através de um tubo G-,
NG- ou J-).

Quando providos como um kit para administragao oral, os agen-
tes antivirais podem ser providos em uma embalagem blister. Os blisters
individuais podem conter um agente antiviral ou dois ou todos os trés. Quan-
do providos como uma embalagem blister, é preferido que os agentes antivi-
rais a serem providos em cada intervalo de dosagem sejam identificados
separadamente — isto pode ser realizado através de provisao de todas as
formas de dosagem para cada dose dentro de um unico blister ou, se emba-
ladas em blister separados, os blisters contendo as formas de dosagem para
cada dose podem ser agrupados ou identificados como um grupo, por e-
xemplo, através de impressao circundando os blisters. Tipicamente, o kit
inclui instrugdes para uso. Em algumas modalidades, o kit pode incluir um ou
mais recipientes de um inibidor de M2 (por exemplo, amantadina) e analogo
de nucleosideo antiviral (por exemplo, ribavirina) em uma primeira embala-

gem e o inibidor de neuraminidase em uma segunda embalagem separada.
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Por exemplo, o kit pode compreender amantadina e ribavirina co-embalados
em uma primeira embalagem blister e capsulas de oseltamivir de 75 mg em
uma segunda embalagem blister. Tais kits podem ser preparados co-
embalando embalagens blister de TAMIFLU® com embalagens blister com-
preendendo ribavirina e amantadina. Em outro kit da invengao, um forneci-
mento em volume de TAMIFLU® (por exemplo, um estoque do governo) &
usado como uma fonte de oseltamivir. Os teores das capsulas de TAMIFLU®
sao esvaziados, opcionalmente testados novamente quanto a estabilidade
em vida de prateleira, entdo novamente encapsulados em quantidades de
menos do que 75 mg/capsula (por exemplo, 10, 25, 35, 50 mg) e co-
embalados com quantidades aditivas ou sinérgicas de ribavirina ou amanta-
dina. Prolongamento da vida de prateleira de oseltamivir e redugdo da dose
diaria necessaria para tratamento ou profilaxia de gripe tém o beneficio de
prolongar bastante os estoques do governo de tratamento antiviral para gripe
pandémica.

Em uma modalidade, um kit compreendendo amantadina e riba-
virina provido como uma pluralidade de formas de dosagem oral separadas,
com cada forma de dosagem de amantadina compreendendo 75-250 mg de
amantadina e cada forma de dosagem de ribavirina compreendendo 50-400
mg de ribavirina. Em uma modalidade especifica, um kit pode compreender
uma ou mais embalagens blister compreendendo uma ou mais formas de
dosagem compreendendo 125 mg de cloridrato de amantadina em uma for-
ma de dosagem de liberagao prolongada e uma ou mais formas de dosagem
compreendendo 200 mg de ribavirina. Os blisters na embalagem podem ser
dispostos ou marcados de modo que um de cada tipo de forma de dosagem
deve ser administrado uma ou duas vezes por dia. Alternativamente, as for-
mas de dosagem nos blisters podem ser dispostas para indicar que uma das
formas de dosagem de amantadina deve ser administrada duas vezes por
dia e uma das formas de dosagem de ribavirina deve ser administrada uma
vez por dia, ou as formas de dosagem nos blisters podem ser dispostas para
indicar que duas das formas de dosagem de amantadina e uma das formas

de dosagem de ribavirina devem ser administradas uma vez por dia. Opcio-
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nalmente, a embalagem blister pode ser configurada para incluir uma ou
mais formas de dosagem compreendendo 75 mg de oseltamivir similarmente
configurada ou marcada para ser administrada uma vez ou duas vezes por
dia. As Figuras 1 e 2 dos desenhos acompanhantes ilustram configuragoes
representativas. Alternativamente, o kit pode ser formatado para otimizar seu
uso convenientemente juntamente com um inibidor de neuraminidase co-
mercialmente disponivel (por exemplo, TAMIFLU®).

Em outra modalidade, pode ser provido um kit compreendendo
uma ou mais embalagens blister, onde cada embalagem blister compreende
um ou mais grupos de blisters e dentro de cada grupo de blisters um dos
blisters contém uma ou duas formas de dosagem em comprimido ou capsula
compreendendo 60 a 300 mg de amantadina em uma formulacao de libera-
cao prolongada e um dos blisters contém uma ou duas formas de dosagem
em comprimido ou capsula compreendendo 25 a 200 mg de ribavirina. O
numero de grupos dentro de uma embalagem blister ou o nimero de grupos
providos no kit pode variar de um a cerca de 5, 7, 10, 14, 15, 20, 21, 28, 30,
40, 42 ou 60. Opcionalmente, o dito kit inclui instrugdes para administracédo
de uma ou duas vezes por dia.

Outro kit exemplar para administracao oral de amantadina junto
com ribavirina compreende formas de dosagem unitaria de 80 mg, 180 mg
ou 330 mg de amantadina em forma de liberagcao imediata ou liberagcao pro-
longada; e formas de dosagem unitaria de 330 mg ou 660 mg de ribavirina.
Em um tratamento exemplar um paciente &€ administrado com 660 a 2400
mg de RBV e 360 a 660 mg de amantadina como a primeira dose (por e-
xemplo, Dia 1 Manha); em seguida (por exemplo, Dia 2 Manha até o Dia 10)
o paciente €& administrado com 660 a 1320 mg de RBV e 180 a 660 mg de
amantadina uma vez por dia (QD).

Quando providos como um kit para tratamento parenteral dois ou
mais dos agentes antivirais da combinagao sédo providos em uma forma a-
dequada para administracao parenteral. Por exemplo, os agentes antivirais
podem ser individualmente formulados ou co-formulados e cheios em recipi-

entes adequados tal como seringas, ampolas ou frascos. Os agentes ativos
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podem ser providos na forma de uma composigao liofilizada em um recipien-
te e reconstituidos com um veiculo farmaceuticamente aceitavel antes da
administragcao parenteral. Em outras modalidades, os agentes ativos podem
ser providos em uma forma liquida em um recipiente que pode ser adminis-
trada sem diluicdo (por exemplo, para administragao de bdélus i.v. ou i.m.) ou
alternativamente adicionados a uma bolsa de infusao i.v. Em algumas moda-
lidades, um dos agentes antivirais pode ser provido em forma liofilizada, que,
antes da administragao a um paciente, é reconstituida com uma forma liqui-
da de outro agente antiviral provido no kit. Em algumas modalidades, um
inibidor de M2 (por exemplo, amantadina ou rimantadina), analogo de nucle-
osideo antiviral (por exemplo, ribavirina ou viramidina) e inibidor de neurami-
nidase (por exemplo, oseltamivir, zanamivir ou peramivir), se presente, estao
cada um em um recipiente separado, € em seguida os agentes ativos sao
combinados com um veiculo farmaceuticamente aceitavel antes da adminis-
tracao parenteral. Cada recipiente pode conter uma dose unitaria do(s) a-
gente(s) ativo(s), e cada kit pode ter um numero suficiente de recipientes
para tratar um paciente individual por pelo menos 12, 14, 48 ou 72 horas. O
kit pode ter um recipiente distintamente marcado para uma dose de carga de
um ou mais dos agentes ativos com instrugdes indicando que o recipiente
distintamente marcado é o primeiro usado quando iniciando o tratamento de
um paciente. Alternativamente, doses de carga podem ser separadamente
embaladas e podem ter instrugdes separadas para uso. Kits exemplares pa-
ra tratamento oral sdo detalhados mais nos Exemplos 5-9 abaixo. Kits e-
xemplares para administragcao parenteral sdao descritos no Exemplo 11 abai-
XO.

Exemplo 1A: Um estudo de resposta de dose da atividade antiviral de aman-

tadina, oseltamivir e ribavirina, sozinhos e em combinacdes duplas e triplas,
em células MDCK infectadas com A/Albany/1/98 (H3N2) culturadas em fras-

cos

A requerente realizou experimentos elaborados para avaliar a
atividade antiviral de resposta de dose de uma combinagao de amantadina,

oseltamivir e ribavirina na inibigdo de replicagdo viral de A/Albany/1/98
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(H3N2). Os objetivos do experimento foram demonstrar uma reducgéo de
carga viral comparado com nenhum farmaco e efeito sinérgico de combina-
¢oes duplas e triplas comparado com monoterapia.

As ECys, ECspo € EC75 (onde, por exemplo, ECso, na concentra-
cao de farmaco que reduz 50% do virus em 72 horas) para cada farmaco
foram demonstradas em estudos de variagdo de dose usando cada farmaco
como monoterapia. Resumidamente, compostos em doses variaveis foram
adicionados a células MDCK cultivadas em frascos usando métodos previa-
mente descritos (Smee e outros, Chemotherapy (2002) 48:88-93). Trinta mi-
nutos apds a adigao do farmaco, os virus foram adicionados em uma muilti-
plicidade de infecgao de 0,001 PFU por célula a cada pogo. Apds ~24-78
horas, o meio do virus extracelular de cada pogo foi removido, centrifugado a
3.200 g por 5 minutos e titulado quanto ao virus. Os resultados sao providos
na Tabela 1A.

Tabela 1A

Farmaco Nivel de Inibicao C In Vitro C no Soro Alvo
Amantadina EC25 0,054 pg/mli 0,288 um
Amantadina EC50 0,091 ug/mi 0,480 ym
Amantadina EC75 0,163 ug/mi 0,815 pm
Oseltamivir EC25 0,025 pg/mi 0,080 nM
Oseltamivir EC50 0,050 pg/ml 0,160 nM
Oseltamivir EC75 0,075 ug/ml 0,240 nM

Ribavirina EC25 0,310 pg/ml 0,760 uM

Ribavirina EC50 0,420 pg/mi 1,030 uM

Ribavirina EC75 0,615 pg/mi 1,500 uM

As concentracoes ECys, EC50 € EC75 para cada farmaco foram
testadas sozinhas e em todas as combinagdes duplas e triplas possiveis
quanto a efeitos ativos e/ou sinérgicos sobre replicacao viral em cultura de
tecido, para um total de 64 condi¢cGes testadas (isto €, nenhum farmaco, 9
tratamentos simples, 27 tratamentos de combinacao e 27 tratamentos de
combinacéo tripla). Resumidamente, as células MDCK foram cultivadas co-

mo monocamadas em frascos, os farmacos foram adicionados a cultura e as
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células foram infectadas através da introdugcédo de virus A/Albany em uma
multiplicidade de infecgao (MOI), isto €, razao de particulas de virus infec-
cioso para o numero de células sendo infectadas, de 0,001 PFU por célula.
A cultura foi mantida por ~48 horas ou até que o efeito citopatico fosse evi-
dente em monocamada. Apds centrifugagéo, os sobrenadantes foram arma-
zenados a -70°C como aliquotas de 3 x 500 pul para analise TCID50, PFU e
NA e 1 x 200 pl para QPCR.

Combinagdes de farmaco foram determinadas ser sinérgicas se
a inibicado real de replicacao viral fosse maior do que a inibigcao calculada
usando o software MacSynergy Il conforme descrito por Prichard e outros
(Antimicrob. Agents Chemother. (1993) 37:540-545). Sinergia forte foi vista
com combinag¢des duplas de amantadina com ribavirina e amantadina com
oseltamivir em concentragdes suficientemente baixas que vao resultar
em menos efeitos colaterais adversos em seres humanos. Ainda, combina-
¢Oes triplas com amantadina em ECy,5 e ECso demonstraram um efeito sinér-
gico forte em concentragdes que minimizariam ou evitariam efeitos colate-
rais.

Exemplo 1B: Um estudo de resposta de dose da atividade antiviral de aman-

tadina, oseltamivir e ribavirina em combinacdo em células MDCK infectadas
com A/Svydney/05/97 H3N2

O objetivo do presente estudo era demonstrar que a combinagéao

tripla de amantadina, oseltamivir e ribavirina reduz carga viral comparado
com nenhum farmaco e exibe um efeito sinérgico comparado com monote-
rapia. Os métodos usados eram os mesmos que aqueles usados no Exem-
plo 1A, exceto onde mencionado abaixo.

Células MDCK foram cultivadas como monocamadas em placas
de 96 pocos e infectadas através da introducado de virus A/Sydney/05/97
H3N2 em MOI de 0,01 PFU por célula. Os farmacos foram adicionados em
cada uma das 216 combinagcdes possiveis nas concentracoes que seguem:
amantadina a 0, 0,032, 0,1, 0,32, 1,0 e 3,2 pg/mi; oseltamivir a 0, 0,001,
0,0032, 0,01, 0,032 e 0,1 uyg/ml; e ribavirina a 0, 0,032, 0,1, 0,32, 1,0 e
3,2 pg/mi.
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O meétodo analitico tridimensional descrito por Prichard e Ship-
man (1990), supra, e Prichard e outros (1993), supra, foi usado para visuali-
zar os dados conforme mostrado na Figura 5, acima. Amantadina em combi-
nacdo dupla com ribavirina e oseltamivir demonstrou sinergia, enquanto a
combinagao dupla de oseltamivir com ribavirina nao foi sinérgica. Sinergia foi
vista nas faixas de concentragdo que seguem: amantadina a 0,1-1 pg/ml,
ribavirina a 0,032-1,0 ug/ml e oseltamivir a 0,01-0,032 ug/ml. Essas concen-
tragbes correspondem a dosagens diarias humanas de aproximadamente
50-200 mg de amantadina, 200-600 mg de ribavirina e 2,5-25 mg de oselta-
mivir. Sinergia nao foi demonstrada em concentragées de amantadina acima
de 1 pg/ml devido ao limite do ensaio de detecgao (isto €, houve uma inibi-
¢ao completa de carga viral).

O experimento demonstrou ainda as interagdes sinérgicas dos
trés farmacos quando usados em combinagé@o. Sensibilidade do virus a cada
farmaco quando usado em combinagéo tripla foi melhorada em 10 a 100 ve-
zes comparado com cada farmaco usado como monoterapia. Por exemplo,
monoterapia com amantadina em uma concentracao de 1 ug/ml resultou em
uma reducao de aproximadamente 60% na carga viral, enquanto aproxima-
damente a mesma redugao em carga viral foi alcangada com amantadina a
0,1 pg/ml em combinagdo com 0,01 pg/ml de oseltamivir e 0,32 ug/ml de
ribavirina, demonstrando um aumento de 10 vezes em sensibilidade a aman-
tadina. Monoterapia com oseltamivir em uma concentragao de 0,1 ug/mi re-
sultou em uma reducao de aproximadamente 50% em carga viral, enquanto
oseltamivir a 0,001 pg/ml em combinagéo com 0,32 pyg/ml de amantadina e
0,32 mg/ml de ribavirina resultou em uma reduc¢do de aproximadamente 65%
em carga viral, demonstrando um aumento de mais de 100 vezes em sensi-
bilidade a oseltamivir. Monoterapia com ribavirina em concentragbes de 1
pg/ml e 3,2 ug/ml resultou em redugdes de aproximadamente 10% e 95%
em carga viral, respectivamente, enquanto ribavirina a 0,032 ug/ml em com-
binagao com 0,32 pg/ml de amantadina e 0,01 ug/ml de oseltamivir resultou
em uma redugdo de aproximadamente 95% em carga viral, demonstrando

um aumento de 100 vezes em sensibilidade a ribavirina.
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Exemplo 1C: Estudo para Determinar a Eficacia de Monoterapia e Terapia

de Combinacao em um Ensaio Cinético /In Vitro

O objetivo do presente estudo era avaliar a eficacia antiviral de
amantadina, oseltamivir e ribavirina como agentes Unicos e em combinagao
em um modelo cinético in vitro de infecgao pelo virus da Gripe A/Victoria/3/
75 (H3N2). A eficacia foi avaliada através de reducgédo da carga viral, confor-
me medido através de CCID50 e qPCR, e inibicdo de efeito citopatico viral
(CPE), conforme determinado através de inspec¢ao visual. Um objetivo se-
cundario foi determinar a dose infecciosa 6tima e as faixas de dosagem a-
propriadas para cada farmaco como agentes unicos e a combinagéo.

Grupos de tratamento sao mostrados na Tabela 1C. Cada grupo
foi testado em duplicata e em ambas as cepas de célula MDCK e SIAT-1.

Tabela 1C: Elaboragéao do Estudo

Grupo?® Tratamento Amantadina Oseltamivir | Ribavirina
(ug/mL) (ug/mL) (W/mL)

Grupos de Tratamento de Agente Unico

1 Placebo -

2 Amantadina (0,15) 0,15

3 Amantadina (0,5) 0,5

4 Amantadina (1,5) 1,5

5 Oseltamivir (0,0001) 0,0001

6 Oseltamivir (0,001) 0,001

7 Oseltamivir (0,01) 0,01

8 Ribavirina (0,6) 0,6

9 Ribavirina (2,0) 2,0

10 Ribavirina (6,0) 6,0
Grupos de Tratamento de Combinagao

11 Combo (0,15/0,0001/0,6) 0,15 0,0001 0,6

12 Combo (0,5/0,001/2,0) 0,5 0,001 2,0

13 Combo (1,5/0,01/6,0) 1,5 0,01 6,0

@ Cada grupo foi testado em duplicata e em ambas as cepas de célula
MDCK e SIAT-1.
Células MDCK e SIAT-1 foram semeadas em frascos T25 em
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uma densidade de célula de 4 x 10° células/mL, em um total de 5 mL, em
meio de crescimento. As células foram deixadas aderir aos frascos da noite
para o dia e no dia seguinte os frascos foram inspecionados para verificar
que as células eram ~70% confluentes. As células foram lavadas uma vez
com 5 mL de meio de infeccao com ou sem farmacos.

Em T = 0, os frascos foram infectados com A/Influenza/3/75
(H3N2), em uma dose infecciosa de ~10' CCID 50 ml. Apds 2 horas, o meio
foi removido e as células foram lavadas uma vez com 5 mL de meio de in-
feccdo com farmaco. O meio de lavagem foi descartado e 5 mL de meio de
infecgao fresco com farmaco foram adicionados.

Em 24 horas, os frascos foram removidos da incubadora e foram
visualmente inspecionados quanto a CPE. CPE, uma indicacao de viabilida-
de celular, foi quantitativamente avaliada através de classificacdo dos fras-
cos em uma escala de 0 a 4, com 4 sendo a CPE maxima. A classificagcao &
uma estimativa de % de viabilidade. Um frasco que esta 100% morto é clas-
sificado um 4. Um frasco que esta 75% morto é classificado em 3, 50% = 2,
25% =1 e 0% = 0. O meio foi entdo completamente removido dos frascos e
uma aliquota foi obtida e congelada para quantificagdo de carga viral subse-
quente através de analise CCID50. A monocamada celular foi lavada duas
vezes com 5 mL de meio de infecgao com ou sem farmacos e 56 mL de meio
de infecgao fresco com ou sem farmaco foram adicionados. Os frascos fo-
ram entao retornados para a incubadora. Em T = 48, 72, 96, 120, 144 e 168
horas, o procedimento foi repetido. Avaliagado de CPE foi realizada e amos-
tras para quantificagdo de carga viral foram coletadas para cada regime em
cada ponto de tempo.

Apés o ultimo ponto de tempo, todas as amostras de carga viral
foram descongeladas e a carga viral para cada ponto de tempo foi determi-
nada através de analise CCID50. Células MDCK foram semeadas em placas
de 384 pocos a 4 x 10° células por ml com um volume de 50 mcL por pogo.
As células foram deixadas aderir da noite para o dia. 50 ul de virus serial-
mente diluido foram entdo adicionados a placa e as placas foram retornadas

para a incubadora. As placas foram removidas da incubadora nos Dias 3 e 6
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e visualmente classificadas quanto a CPE. Apo6s 6 dias, as placas foram
congeladas a -80°C em preparagao para sequenciamento Sanger.

CCID50, definido como a dose na qual 50% de pogo estao infec-
tadas, e calculada usando o calculo Karber (Karber, 1931), dada a equacgao:
log CCID50 = L - d(S-0,5), onde: L = log da menor diluigao usada no teste; d
= diferencga entre etapas de diluicdo log; e S = soma de proporcéo de testes
"positivos" (isto &, culturas mostrando CPE).

Na auséncia de farmacos, os bragos de placebo produziram um
titulo viral de pico em 48 horas pods-infecgao em ambas as cepas de célula
SIAT-1 e MDCK. Titulos virais de pico foram similares para ambas as cepas
de célula SITA-1 e MDCK, com as células SIAT-1 produzindo 6,75 logq¢ de
CCID50/0,05 mL em um periodo de 24 horas medido em 48 horas pos-
infeccdo e as células MDCK produzindo 6,25 logio de CCID50/0,05 mL. O
virus parecia replicar mais rapido em células SIAT do que MDCK; em 24 ho-
ras pos-infeccéao, o titulo viral era 4 logio de CCID50/0,05 mL de células Sl-
AT e 2,25 logio de CCID50/0,05 mL de MDCK. Apds atingir o pico, producgéo
de virus caiu em ambas as cepas de célula. Presumivelmente, a queda no
titulo viral é devido a todas as células terem sido infectadas e mortas pela
infecgao.

Houve uma boa correlagcao entre carga viral e viabilidade celular,
com todas as células morrendo concomitantemente com o titulo viral de pico
ou um pouco depois. Por exemplo, para células SIAT a carga viral de pico
para o grupo de placebo aconteceu em 48 horas e morte celular completa
(0% de viabilidade celular) aconteceu em 48 horas; para células MDCK a
carga viral de pico aconteceu em 48 horas e morte celular completa aconte-
ceu em 72 horas.

Tratamento com os farmacos como agentes (nicos deu uma ini-
bicdo dependente da dose de carga viral em 24 horas em ambas as células
SIAT e MDCK. No ponto de tempo de 24 horas, cada farmaco como um a-
gente Unico na dose alta reduziu a carga viral em 3-4 logs comparado com o
grupo placebo em células SIAT e em 2 logs em células MDCK. Para todos

os trés farmacos como agentes Unicos, a inibigao vista no ponto de tempo de
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24 horas nao foi prolongada, e titulo viral alto pode ser detectado em pontos
de tempo posteriores. Entdo, nenhum dos regimes de tratamento de agente
unico foi bem-sucedido em inibir completamente a replicacéo de virus, em-
bora em todos os casos tratamento com agente Unico tenha retardado o pico
de produgao viral em 24 a 48 horas comparado com placebo.

Dados de viabilidade celular para os regimes de agente unico
estavam de acordo com os dados de carga viral: tratamento com agente uni-
co foi capaz de retardar, mas nao inibir, a mortalidade celular. Em células
SIAT, todos os grupos de agente unico tinham mortalidade de célula comple-
ta em 72 horas, com a dose mais alta de cada farmaco retardando a morte
de célula em 24 horas comparado com placebo. Em células MDCK, trata-
mento com agente unico retardando a morte celular por um maximo de 48 a
72 horas comparado com placebo. Em termos de viabilidade celular, o me-
Ihor regime de agente unico foi a dose de 0,5 uyg/mL de amantadina, onde
morte de célula substancial n&o foi vista até 144 horas pés-infecgao.

Regimes de combinagao também mostraram uma inibigao de-
pendente da dose de replicagédo viral. Em células SIAT, o grupo de combina-
¢éo de dose baixa retardou a produgao de virus de pico em 24 horas compa-
rado com placebo, e o grupo de combinagao de dose média retardou a pro-
ducgédo de virus de pico em 48 horas. Em ambos os grupos, produgao de vi-
rus atingiu titulos relativamente altos de 6,1 e 4,9 logio de CCID50/0,05 mL
para as doses baixa e média, respectivamente, apesar da carga viral como
uma funcao de tempo ter sido sinergisticamente reduzida em mais de 2 ve-
zes em todos os momentos medidos. O grupo de combinagao de dose alta,
no entanto, inibiu completamente a produg¢ado de virus para niveis nao-
detectaveis até o ultimo ponto de tempo tomado em 168 horas poés-infecgao.
De acordo com a inibigao completa de producao de virus, as células no gru-
po de combinagéo de dose alta foram também completamente protegidas de
morte celular até o ultimo ponto de tempo medido em 168 horas pos-
infeccdo. Dado o fato de que ambas as células SIAT e MDCK eram 100%
viaveis sob este regime durante todo o curso do estudo, pode ser concluido

que a combinagdo de todos os trés farmacos na dose alta testada nao foi
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citotoxica, e que inibicdo de producao de virus era devido a efeitos antivirais
sinérgicos dos farmacos na combinagdo e ndo uma consequéncia artificial
de citotoxidez. As doses de combinacao baixa e média retardaram a morte
celular em 24 e 96 horas em células SIAT, respectivamente, e em 72 e 96
horas em células MDCK, respectivamente. Além disso, nessas taxas de re-
plicagao viral baixas, a combinacao tripla suprime completamente a forma-
¢ao de resisténcia.

Entdo, combinag¢des triplas podem levar a uma redugao sinérgi-
ca na taxa de crescimento e resisténcia viral de gripe. Mais especificamente,
ao usar um inibidor de M2 (por exemplo, amantadina), um inibidor de neu-
raminidase (por exemplo, oseltamivir, zanamivir) € um inibidor de replicagao
(por exemplo, ribavirina), ha uma reducao sinérgica de mais de 2 vezes na
taxa de crescimento nas faixas de concentracdo de amantadina a 0,15-1,5
pg/mi, oseltamivir a 0,0001-0,01 pg/mi e ribavirina a 0,6-6 pg/ml.

Exemplo 2: Efeito de combinacoes triplas de amantadina, oseltamivir e riba-

virina sobre gripe H3N2 do tipo selvagem no sistema de fibra oca

A requerente elaborou este experimento para testar o efeito de
combinacao tripla de amantadina, oseltamivir e ribavirina sobre replicagao de
virus no modelo de fibra oca usando métodos previamente descritos (Drusa-
no e outros, Antimicrob. Agents Chemother (2002) 46:464-470). Os farma-
cos, sozinhos ou em combinagao, foram aplicados em concentragcdes de
estado uniforme através de infusdo continua em estado uniforme por 168
horas. Resumidamente, 108 células MDCK foram cultivadas em fibras ocas e
infectadas através da introdugdo de 10? células infectadas com virus da gri-
pe, aplicadas em meio de cultura celular em um sistema de fibra oca reser-
vatoério duplo. Uma cepa A/Albany (H3N2) do tipo selvagem foi testada. A
cultura foi mantida por 168 horas. Em T = 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 ho-
ras pos-infeccdo, as amostras foram removidas da fibra oca e tituladas para
determinar o titulo viral. No lado de farmaco da fibra oca, doze experimentos
independentes foram conduzidos para testar as combinagdes e concentra-

¢oes de farmaco mostradas na Tabela 2:
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Tabela 2
Farmaco
Brago Amantadina Oseltamivir Ribavirina
(ug/mL) (ng/mL) (ug/mL)
1 0 0 0
2 0,1
3 1,0
4 1
5 10
6 0,5
7 5
8 0,1 1 0,5
9 0,1 10 5
10 1 1 0,5
11 1 10 0,5
12 1 10 5

As amostras foram removidas da fibra oca em varios pontos de
tempo para determinar o numero de virus infecciosos. Os virus de varios
pontos de tempo foram também sequenciados através do método Sanger
para determinar a sequéncia dos genes NA, HA e M2. Uma redugao em va-
riacdo de sequéncia com tratamento de combinagdo comparado com trata-
mento com farmacos sozinhos demonstra que combinagdes triplas inibem a
geracao de mutantes resistentes para qualquer um dos farmacos.

Amantadina sozinha teve efeito insignificante em dose baixa e
uma reducgao 2-3 log em titulo em 48 horas em dose alta; oseltamivir sozinho
teve reducao ~1 log em ambas as doses; e ribavirina sozinho teve efeito in-
significante em dose baixa e reducado ~3 log em 48 horas em dose alta. A
combinagao de todos os trés farmacos em doses baixas resultou em redu-
¢ao ~8 log em titulo em 48 horas, uma redugao sinérgica 4 log em cresci-
mento viral. A combinagdo de todos os trés farmacos em doses altas resul-
tou em uma inibigcdo sinérgica e completa (isto €, > 8 logs) em todos os pon-

tos de tempo. A combinagao tripla entdo demonstrou sinergismo nas con-
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centragbes que seguem: amantadina a 0,1-1 pg, oseltamivir a 0,001-0,01
pg/ml e ribavirina a 0,5-5 pg/ml. Essas concentragdes correspondem a do-
sagens diarias humanas de aproximadamente 50-700 mg de amantadina,
200-2500 mg de ribavirina e 2,5-10 mg de oseltamivir.

Ainda, os bragos de monoterapia para amantadina e oseltamivir
resultaram em formacgao apreciavel de resisténcia a farmaco de M2 e NA,
enquanto o brago de dose tripla nao.

Exemplo 3A: Efeito de combinacées triplas de amantadina, oseltamivir e ri-

bavirina sobre tratamento de gripe em camundongos

A requerente elaborou este experimento para determinar os efei-
tos da combinagao tripla de amantadina, oseltamivir e ribavirina em um mo-
delo de camundongo de infecgao de gripe.

Camundongos fémeas (17-18 g) foram anestesiados com ceta-
mina (100 mg/kg) através de injegao intraperitoneal (i.p.). Bombas osméticas
Alzet contendo amantadina foram inseridas cirurgicamente através de via
subcutanea nas costas de camundongos aproximadamente 12 horas antes
da provocagao com virus. No momento da infeccdo, os camundongos foram
novamente anestesiados com cetamina. Eles foram infectados intranasal-
mente (i.n.) com doses infecciosas de cultura de aproximadamente 2 x 10*
células (CCID50) de virus A/Victoria/3/75 (H3N2) por camundongo em um
volume de inéculo de 90 pl. Os primeiros tratamentos orais (através de ga-
vagem) com oseltamivir e ribavirina foram dados um pouco antes da infec-
¢ao e entao continuaram uma vez por semana por 7 dias consecutivos (em
12 horas de intervalo). Havia 20 animais tratados com placebo que recebe-
ram agua através de gavagem oral e inicialmente 12 camundongos por gru-
po tratados com farmaco. Os camundongos foram mantidos 21 dias para
observar quanto a morte e foram pesados como um grupo dia sim, dia nao.

Amantadina foi administrada através de Bomba Alzet em 3
mg/ml ou 10 mg/ml, para aplicar 4 mg/kg/dia ou 13 mg/kg/dia, respectiva-
mente; oseltamivir foi administrado a 30 mg/kg/dia ou 10 mg/kg/dia através
de gavagem oral; e ribavirina foi administrado a 7 mg/kg/dia ou 21 mg/kd/dia

através de gavagem oral. Os farmacos foram administrados como monote-
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rapia e nas seis combinacgdes triplas possiveis.

Todos os tratamentos de monoterapia foram altamente eficazes
contra a infeccao em prevencao de morte exceto pela amantadina a 3 mg/ml
e ribavirina a 7 mg/kg/dia. Os tempos para morte foram significantemente
aumentados nessas doses, e a taxa de sobrevivéncia de 27% (3 sobreviven-
tes de 11) com 3 mg/ml de amantadina foi significantemente diferente do
controle de placebo.

Todas as terapias de combinagdo preveniram mortalidade em
90-100%. Isto nao foi inesperado, com base no fato de que monoterapia de
oseltamivir sozinha proveu um beneficio de sobrevivéncia de 92-100% em
10 e 30 mg/kg/dia, e oseltamivir nessas doses eficazes foi um componente
de todas as combinacgdes. A dose de 10 mg/ml de amantadina era da mes-
ma maneira 92% protetora, entdao combinagdes com este agente seriam da
mesma maneira altamente protetoras.

Amantadina a 3 mg/ml e ribavirina a 7 mg/kg/dia tinham o sufici-
ente de morte de camundongos nesses grupos para mostrar retardos em
morte que diferiam do controle de placebo. A(s) outra(s) dose(s) de cada
composto eram altamente protetoras. Os compostos usados em combinacgéao
mostraram padroes de morte similares as duas doses de oseltamivir ou a
dose de 10 mg/ml de amantadina.

O fato de que todos os trés regimes de combinacgao tripla eram
iguais a ou melhores do que todos os regimes de monoterapia sugeriu que
esses farmacos ndao eram antagonisticos em combinacdo nas doses testa-
das. Se houvesse antagonismo significante entre qualquer um desses trés
farmacos, seria esperado que a combinacao tripla resultasse em eficacia
menor do que monoterapia.

No geral, os dados de sobrevivéncia nao foram uteis na avalia-
¢ao do beneficio alcangcado pelo uso dos farmacos em combinagao. No en-
tanto, dados de peso do corpo provaram ser uteis em avaliagao do beneficio
dos compostos em combinagao. A infecgao causou quedas severas no peso
do corpo no grupo de placebo. Perda de peso durante a infecgao foi minima

no grupo de 10 mg/mi de amantadina, mas perda de peso foi mais substan-
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cial nos outros cinco grupos de monoterapia (isto €, amantadina a 3 mg/ml,
oseltamivir a 10 ou 30 mg/kg/dia e ribavirina a 7 ou 21 mg/kg/dia). Usando
os critérios de mortalidade UK/EU para estudos de animal (morte = perda de
peso de 20%), foi constatado pela requerente que 10 mg/kg/dia de oseltami-
vir protegeram 40% dos camundongos, amantadina a 3 mg/ml protegeu 10%
e ribavirina a 7 mg/kg/dia protegeu 0%. Quando usados como uma combina-
¢ao tripla nas mesmas concentragées de farmaco, 100% dos camundongos
foram protegidos. Devido ao fato de que amantadina a 10 mg/ml era alta-
mente protetora como uma monoterapia, nao houve uma grande diferenca
em peso entre a monoterapia comparado com as combinag¢des, mas havia
ainda uma diferenga que favoreceu a combinagdo como sendo superior.
Formacgao de resisténcia nos bragos triplos foi muito menor do que registra-
do nos bragos de monoterapia (0 vs. 2%).

Esses resultados demonstraram que combinacao tripla contendo
amantadina, oseltamivir e ribavirina foi eficaz na provisao de beneficios am-
bos a eficacia e a resisténcia para camundongos infectados com um virus da
gripe (H3N2).

Exemplo 3B: Efeito de combinacdes triplas de amantadina, oseltamivir e ri-

bavirina sobre tratamento de gripe em camundongos

O experimento acima foi repetido exceto que o inicio do trata-
mento ndo comegou até 24 ou 48 horas apés os camundongos terem sido
infectados com o virus, e as concentracdes de farmaco que seguem foram
usadas: amantadina a 28 mg/kg/dia, oseltamivir a 10 mg/kg/dia e ribavirina a
40 mg/kg/dia.

No estudo onde tratamento foi iniciado 24 horas apds a infecgéo,
por volta do dia 9 pds-infecgdo ambos os grupos de monoterapia de aman-
tadina e monoterapia de oseltamivir tinham 100% de mortalidade (usando os
critérios de mortalidade UK/EU); o grupo de monoterapia de ribavirina tinha
20% de sobrevivéncia; e o grupo de terapia de combinacao tripla tinha 90%
de sobrevivéncia.

No estudo onde tratamento foi iniciado 48 horas apoés infecgao,
por volta do dia 9 todos os grupos tinham mais do que 20% de perda de pe-
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so. No entanto, o grupo de terapia de combinacao tripla tinha a quantidade
minima de perda de peso em aproximadamente 22%; o grupo de monotera-
pia de ribavirina tinha cerca de 26% de perda de peso; e os grupos de mono-
terapia de amantadina e monoterapia de oseltamivir tinham quase 35% de
perda de peso cada um. Por volta do dia 13, todos os grupos de tratamento
tinham comeg¢ado a ganhar peso, mas o ganho de peso no grupo de terapia
de combinacéao tripla foi significantemente maior — os animais neste grupo
estavam aproximadamente 90% de seu peso original. Em comparagao, os
animais no grupo de monoterapia de ribavirina estavam aproximadamente
80% de seu peso original e os animais nos grupos de monoterapia de osel-
tamivir e de monoterapia de amantadina nao se alimentaram melhor do que
controles nao-tratados (aproximadamente 65-70% de seu peso original).

Exemplo 4: Um estudo de resposta de dose da atividade antiviral de aman-

tadina, oseltamivir e ribavirina em combinacdo com células MDCK infectadas

com H5N1 culturadas em frascos

A requerente elaborou este experimento para avaliar a atividade
antiviral de resposta de dose de uma combinacao de amantadina, oseltami-
vir e ribavirina na inibicao de replicagao viral de A/Indonesia/05/2005 (H5N1)
e A/Vietham/1204/2004 (H5N1) e a geracdao de mutantes resistentes a far-
maco. Os objetivos do experimento sdo demonstrar uma redugdo em carga
viral comparado com nenhum farmaco e efeito sinérgico de combinagéao
comparado com monoterapia.

Células MDCK foram cultivadas como monocamadas em placas
de 96 pogos. Em T = 0, 150 uyL de virus a 10 TCID50/mL sao adicionados a
células. Um pouco depois, 50 uL de farmaco, ou sozinho ou em combinacéao,
sdo adicionados aos pogos para dar as concentragdes finais indicadas. Os
farmacos sao testados nas concentragcbes que seguem em monoterapia:
amantadina 0,00032, 0,001, 0,0032, 0,01, 0,032, 0,1, 0,32, 1, 3,2, 10, 32 e
100 pg/mil; oseltamivir a 0,0001, 0,00032, 0,001, 0,0032, 0,01, 0,032, 0,1 e
0,32, 1,0, 3,2, 10, 32 ug/ml; e ribavirina a 0,00032, 0,001, 0,0032, 0,01,
0,032, 0,1, 0,32, 1, 3,2, 10, 32 e 100 pg/ml. Seis doses de cada farmaco séao
testadas na combinag¢ao: amantadina a 0, 0,01, 0,032, 0,1, 0,32 e 1,0 ug/ml;
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oseltamivir a 0, 0,00032, 0,001, 0,0032, 0,01, 0,032 pg/ml; e ribavirina a 0,
0,0032, 0,1, 0,32 e 3,2 pg/ml.

Em T = 72 horas, 100 yL de sobrenadante de cada poco de a-
mostras em duplicata sdo agrupados e congelados para analise TCID50. A
monocamada de célula restante é ensaiada quanto a viabilidade celular a-
través de tingimento com MTS.

Exemplo 5: Um kit para liberacdo prolongada de cloridrato de amantadina,

ribavirina e fosfato oseltamivir

Com referéncia a Figura 1A, uma embalagem blister (10) de a-
cordo com a presente invengao € preparada para prover uma pluralidade de
fileiras (12), cada fileira (12) compreendendo uma pluralidade de doses (14).
No presente exemplo, ha duas de tais fileiras (12), cada fileira compreen-
dendo sete doses, embora o numero de fileiras ou doses possa ser variado
conforme conveniente.

Cada dose compreende uma pluralidade de tipos diferentes de
forma de dosagem, que sdo agrupadas juntas por tipo em blisters separados
(20) dentro de cada fileira para formar subfileiras (18). Um primeiro tipo de
forma de dosagem (A) contém amantadina, um segundo tipo (B) contém ri-
bavirina e um terceiro tipo (C) contém oseltamivir. Os tipos diferentes de
formas de dosagem para uma dada dose sao agrupados juntos desta manei-
ra para facilitar adesao a um regime de dosagem prescrito. Neste exemplo,
uma dose unica compreende duas capsulas de amantadina (A), duas capsu-
las de ribavirina (B) e uma capsula de oseltamivir (C), embora o numero de
formas de dosagem de cada tipo para cada dose possa também variar con-
forme necessario. A embalagem blister mostrada na Figura 1A & configurada
para dosagem BID conveniente de cada um dos agentes ativos durante um
periodo de sete dias. A embalagem blister mostrada na Figura 1B é a mes-
ma que aquela mostrada na Figura 1A exceto que o oseltamivir € dosado
QbD.

As capsulas de amantadina (A) deste exemplo contém cada uma
125 mg de cloridrato de amantadina em uma forma de liberagéo prolongada

(por exemplo, conforme preparado de acordo com USSN 11/285.905) e s&ao
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dispostas em cada um dos blisters (20) das primeira e quarta subfileiras (18),
embora cada capsula possa conter mais ou menos amantadina ou uma for-
ma de sal diferente de amantadina conforme desejado.

As capsulas de ribavirina (B) deste exemplo contém cada uma
200 mg de ribavirina em uma forma de liberagdo imediata, por exemplo,
Capsulas USP de Ribavirina (Schering), e sao dispostas em cada um dos
blisters (20) das segunda e quinta subfileiras (18), embora cada capsula
possa conter mais ou menos ribavirina conforme desejado.

As capsulas de oseltamivir (C) deste exemplo contém cada uma
75 mg de oseltamivir, por exemplo, TAMIFLU® (Roche Pharmaceuticals) e
sao dispostas em cada um dos blisters (20) das terceira e sexta subfileiras
(18), embora cada capsula possa conter mais ou menos oseltamivir confor-
me desejado.

A embalagem blister também compreende instrugdes indicando
uma dosagem para adulto tipica de duas capsulas de amantadina, duas
capsulas de ribavirina e uma capsula de oseltamivir duas vezes por dia. Sera
compreendido que a embalagem blister deste exemplo contém formas de
dosagem suficientes para uma semana de dosagem, compreendendo 28
capsulas contendo 125 mg de cloridrato de amantadina, 28 capsulas con-
tendo 200 mg de ribavirina e 14 capsulas contendo 75 mg de fosfato de osel-
tamivir. Entao, a porcentagem relativa de cada agente ativo por dose diaria &
35% em peso de cloridrato de amantadina, 55% em peso de ribavirina e
10% em peso de fosfato de oseltamivir.

Exemplo 6: Um kit para cloridrato de amantadina, ribavirina e fosfato de osel-

tamivir

Uma embalagem blister similar a embalagem blister do Exemplo
5 é configurada para prover duas fileiras (12) de trés subfileiras (18) de sete
blister (20) por cavidade. Dois comprimidos ou capsulas de 100 mg de clori-
drato de amantadina (A) em uma forma de liberagdo imediata, por exemplo,
Symmetrel® (Endo Pharmaceuticals ou Novartis) sdo embaladas em cada
um dos blisters (20) das primeira e quarta subfileiras (18). Duas capsulas de

200 mg de ribavirina em uma forma de liberacdo imediata, por exemplo,
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Capsulas de Ribavirina USP (Schering) sdo embaladas em cada um
dos blisters (20) das segunda e quinta subfileiras. Uma capsula de 75 mg
de oseltamivir, por exemplo, Tamiflu® (Roche Pharmaceuticals), & embalada
em cada um dos blisters (20) das terceira e sexta subfileiras. A embalagem
blister também compreende instrugdes indicando uma dosagem de adulto
tipica de dois comprimidos ou capsulas de amantadina, duas capsulas de
ribavirina e uma capsula de oseltamivir duas vezes por dia. A embalagem
blister contém formas de dosagem suficientes para uma semana de dosa-
gem.

Exemplo 7: Um kit de liberacdo prolongada de cloridrato de amantadina e

ribavirina

Com referéncia a Figura 2, uma embalagem blister diferente (30)
de acordo com a presente invencdo compreende duas fileiras (32), cada
uma de duas subfileiras (38) de sete blisters (40) por fileira para prover duas
fileiras de sete doses (34) por fileira. Cada dose (34) compreende dois agen-
tes ativos diferentes, amantadina (A) e ribavirina (B), contidos em tipos res-
pectivos de forma de dosagem. Cada tipo de forma de dosagem para cada
dose (34) é disposto em um blister separado (40). As formas de dosagem de
amantadina (A) e ribavirina (B) para cada dose (34) sao agrupadas juntas
para facilitar adesao ao regime de dosagem.

Neste exemplo, cada dose (34) compreende duas capsulas de
amantadina (A) e duas capsulas de ribavirina (B). Duas capsulas (A) de 125
mg de cloridrato de amantadina em uma forma de liberagao prolongada
(preparada de acordo com USSN 11/285.905) e embaladas em cada um dos
blisters (40) das primeira e terceira subfileiras (38). Duas capsulas de 200
mg de ribavirina (B) em forma de liberagado imediata, por exemplo, Capsulas
de Ribavirina USP (Schering) sdao embaladas em cada um dos blisters (40)
das segunda e quarta subfileiras (38).

A embalagem blister (30) também compreende instrugdes indi-
cando uma dosagem para adulto tipica (30) de duas capsulas de liberacao
prolongada de amantadina (A) e duas capsulas de ribavirina (B) duas vezes

por dia (BID). A embalagem blister contém formas de dosagem suficientes
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para uma semana de dosagem. O kit pode ser usado em conjunto com um
inibidor de neuraminidase separadamente embalado tal como oseltamivir ou
zanamivir. Opcionalmente entdo, as ditas instrugdes podem incluir uma ins-
trugcdo adicional para co-administrar uma capsula de 75 mg de oseltamivir,
por exemplo, Tamiflu® (Roche Pharmaceuticals) (ndo mostrado) uma ou du-
as vezes por dia em conjunto com formas de dosagem de amantadina e ri-
bavirina. Opcionalmente, o oseltamivir ou zanamivir € provido ao individuo
separadamente do kit como um remédio adicionalmente prescrito.

Exemplo 8: Um kit para liberacdo prolongada de cloridrato de amantadina,

ribavirina e oseltamivir

Com referéncia a Figura 3A, outro kit para administragdao de uma
combinagédo de cloridrato de amantadina, ribavirina e oseltamivir compreen-
de uma embalagem blister (50) que define duas fileiras (52) de blisters, cada
fileira (62) compreendendo duas subfileiras (58) de sete blisters (60) cada
um para definir sete doses (54) por fileira. As fileiras (52) servem para agru-
par dois tipos diferentes de forma de dosagem (D, E) requeridos para cada
dose (564). Cada dose (54) compreende uma pluralidade de capsulas de um
tipo (D) e uma capsula de outro tipo (E).

No presente exemplo, ha trés capsulas de um tipo (D) por dose,
porém menos ou mais tais capsulas podem ser usadas conforme necessa-
rio. As ditas capsulas de um tipo (D) compreendem ribavirina e cloridrato de
amantadina, onde o cloridrato de amantadina & provido em uma formulagao
de liberacao prolongada e ribavirina € uma formulagao de liberacao imediata,
as duas formulacées sendo co-encapsuladas.

As capsulas do outro tipo (E) compreendem oseltamivir e sédo
agrupadas com as capsulas de amantadina-ribavirina (D) para facilitar ade-
sao as instrugdes prescritas. Mais de uma capsula do outro tipo (E) por dose
(54) pode ser usada se desejado. A embalagem blister (50) deste exemplo &
entao configurada para dosagem BID dos ingredientes ativos durante um
periodo de sete dias. A embalagem blister mostrada na Figura 3B € a mes-
ma que aquela mostrada na Figura 3A exceto que o oseltamivir € dosado
QD.
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Exemplo 9: Um kit para liberacdo prolongada de cloridrato de amantadina,

ribavirina e oseltamivir

Uma embalagem blister diferente (70) de acordo com a presente
invengéao € mostrada na Figura 4. A dita embalagem blister (70) define duas
fileiras (72) de blisters (80) de uma maneira similar aos Exemplos 5-8 acima.
Neste exemplo, no entanto, ha duas subfileiras, cada fileira compreendendo
uma linha unica de sete blisters (80), cada um dos blister acomoda uma plu-
ralidade de formas de dosagem (F) todas do mesmo tipo, de modo que den-
tro de cada blister ha formas de dosagem suficientes (F) para formar uma
dose unica (74). Cada fileira (72) entao prové sete doses (74).

Cada forma de dosagem (F) neste exemplo compreende clori-
drato de amantadina em uma forma de liberagdo prolongada, ribavirina e
opcionalmente oseltamivir.

A embalagem blister (70) é entao configurada para dosagem BID
de cada um dos agentes ativos durante um periodo de sete dias. Tal kit po-
deria ser usado sozinho, especialmente onde a forma de dosagem compre-
ende amantadina, ribavirina e oseltamivir, ou em conjunto com um inibidor
de neuraminidase separadamente embalado, por exemplo, oseltamivir.
Exemplo 10: Estudo de seguranca de dose multipla em pacientes com gripe

com uma combinacio de amantadina ER, oseltamivir ER e ribavirina IR
A requerente elaborou o estudo clinico descrito na Tabela 4 para

determinar a seguranga e farmacocinética de uma formulagdo de combina-
¢do de liberacao prolongada de amantadina e oseltamivir co-administrada
com ribavirina IR.

Tabela 4

Determinar a segurancga e farmacocinética de doses

Proposito repetidas de farmaco.
A dosagem selecionada € baseada em estudo de do-
se ascendente Unica anterior (SAD): por exemplo,
100 mg de amantadina SR + 75 mg de oseltamivir +
Dosagem:

400 mg de ribavirina, 100 mg de amantadina SR + 75
mg de oseltamivir + 600 mg de ribavirina, 200 mg de
amantadina SR + 75 mg de oseltamivir + 400 mg de
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Propésito

Determinar a segurancga e farmacocinética de doses
repetidas de farmaco.

ribavirina, 200 mg de amantadina SR + 75 mg de o-
seltamivir + 600 mg de ribavirina, 200 mg de amanta-
dina SR + 150 mg de oseltamivir + 600 mg de ribavi-
rina ou 200 mg de amantadina SR + 150 mg de osel-
tamivir + 800 mg de ribavirina, QD por 7 dias

Controles Concomi-
tantes:

Amantadina IR ou amantadina IR mais oseltamivir IR
(ambas dosadas conforme os rétulos dos fabricantes)

Via:

Oral

Populagao de indi-
viduo:

Machos ou fémeas diagnosticados com gripe

Estrutura: 4 bragos
Sitios de Estudo: 8D
Teste cego: Pacientes cegos

Método de Indica-
¢ao de Individuo:

Aleatério com numero igual de machos e fémeas em
cada grupo e distribuicao de idade igual dentro dos
grupos

Tamanho da Amos-
tra Total:

24 individuos 6 por brago de dosagem

Ponto Final de Efi-
cacia Primaria:

Nenhum

Eventos Adversos:

Monitorados pelo menos duas vezes por dia quanto a
efeitos comportamentais, cardiovasculares e gastroin-
testinais relatados para doses aitas de amantadina ou
oseltamivir (incluindo tontura, cefaléias, confuséo,
constipacao, hipertensao, tosse, nausea, diarreia,
vomito)

Coleta de Sangue:

Através de canula durante o primeiro dia do periodo
de estudo entao 2-4 vezes por dia durante o resto do
estudo

Analise:

Ensaios para medir amantadina, oseltamivir, ribavirina
e potencialmente outros parametros fisioloégicos, e-
ventos adversos
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Exemplo 11: Teste Clinico de Fase 2 da Sequranca e Eficacia de Terapia de

Farmaco Antiviral de Combinacéo Tripla Intravenosa para o Tratamento de

Gripe Aviaria Grave

A requerente elaborou este estudo para: 1) avaliar a seguranga
e tolerabilidade de terapia de farmaco antiviral de combinagao tripla i.v.
(TCAD) no tratamento de pacientes com gripe aviaria grave; 2) avaliar a taxa
e extensao de eficacia antiviral de TCAD durante o curso do tratamento con-
forme avaliado através de detecgdo por transcriptase reversa-reagdo em
cadeia de polimerase (RT-PCR) de acido ribonucleico viral (RNA) em tratos
respiratérios superior e inferior, trato gastrointestinal (fezes) e sangue (vire-
mia), nariz e garganta; e 3) avaliar a taxa e extensao de resisténcia a farma-
co antiviral para TCAD durante o curso de tratamento através de pirose-
quenciamento (ou equivalente).

Tamanho do Estudo: 12 pacientes

Critérios de Inclusdo: 1) idade > 1 ano; 2) febre > 38,0° C; 3) pelo

menos um sintoma respiratério: tosse, dispneia (respiragao curta) e/ou dor
de garganta; 4) enfermidade (inicio de febre, sintomas respiratorios ou sin-
tomas constitucionais) comegaram nos ultimos 7 dias; e 5) tém evidéncia de
risco epidemiolégico para gripe aviaria conforme definido ao satisfazer um
dos critérios dentro de 14 dias antes do momento de inicio da doenga: (a)
Houve aves mortas ou doentes dentro da vila ou vizinhanc¢a dos individuos
(dentro de um raio de 2 km); (b) o individuo teve contato direto com ave ou
galinha (aves ou galinhas saudaveis ou doentes); (c) o individuo teve contato
face a face com alguém declarado ou suspeito de ter gripe aviaria; ou (d) o
individuo teve possivel exposicdo em laboratério ao virus H5N1.

Critérios de Exclusao: 1) Historia de alergia ou intoleréncia grave

(conforme julgado pelo investigador) a cloridrato de amantadina, zanamivir
e/ou ribavirina e/ou a quaisquer componentes desses produtos de farmaco;
e 2) Explicacao alternativa para os sintomas clinicos do paciente (isto €, ou-
tro que nao gripe) conforme determinado pelo investigador com informacéao
imediatamente disponivel.

Critérios de Varredura: 1) As amostras que seguem seréao testa-
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das através de RT-PCR qualitativa por 5 horas, no entanto, a decisdo de
iniciar terapia TCAD nao é dependendo do recebimento dos resultados des-
ses testes: esfregago nasal x 2; esfregaco osofaringeal (garganta) x 2; aspi-
rado nasofaringeal (NPA; como o NPA & um teste obstrutivo para alguns in-
dividuos, o NPA pode ser omitido ou uma lavagem nasal pode substituir o
NPA a critério do investigador); lavagem alveolar bronquial (BAL) ou aspira-
do de tubo endotraqueal; amostra de sangue (para viremia, CBC e quimica
de soro); e gravidez na urina para fémeas > a 12 anos de idade.

Regime de dosagem de TCAD: A duragao de tratamento sera

um minimo de 5 dias, mas pode ser prolongada conforme determinado pelo
meédico com base em avaliagdo de beneficio/risco para cada paciente indivi-
dual. Um kit para 5 dias de tratamento contém: 1) 10 frascos contendo ~4 mi
de 100 mg/ml de amantadina em agua com ou sem tampéao, 2) 10 frascos
contendo 15 ml de 75 mg/ml de ribavirina em agua com ou sem tampao e 3)
10 frascos de ~7 mil de 10 mg/ml de zanamivir em agua com ou sem tampéao
ou, como uma alternativa para zanamivir, 10 frascos de oseltamivir liofiliza-
do.

Para tratamento, 3,3 ml de um frasco de amantadina sao retira-
dos com uma seringa e injetados em uma bolsa de infusdo de 500 ml de
0,9% ou 5% de dextrose/0,45% de solugao salina produzindo uma concen-
tracao de 0,66 mg/ml de amantadina; a taxa de volume de incisdo € ajustada
para 40 ml/min, o que resulta em uma taxa de dose de infusdo de 26 mg/h
(630 mg/dia). 13,5 ml de um frasco de ribavirina sao retirados com uma se-
ringa e injetados em uma bolsa de infusdo de 500 ml de solugao salina pro-
duzindo uma concentragdo de 2,03 mg/ml de ribavirina; a taxa de volume de
infusdo é ajustada para 40 ml/min, o que resulta em uma taxa de dose de
infusdo de 84,6 mg/hora (2030 mg/dia). 6,5 ml de zanamivir sao retirados
com uma seringa e injetados em uma bolsa de infusdo de 500 ml de solugao
salina produzindo uma concentracao de 0,13 mg/ml de zanamivir; a taxa de
volume de infusao é ajustada para 40 ml/min, o que resulta em uma taxa de
dose de infusao de 5,3 mg/hora (127 mg/dia). Alternativamente ao zanamivir,

5 ml de agua séo retirados com uma seringa e injetados em um frasco de
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oseltamivir liofilizado para reconstituir o p6é estéril produzindo uma concen-
tracdo de 46 mg/ml de fosfato de oseltamivir; a taxa de volume de infuséo é
ajustada para 40 ml/min, o que resulta em uma taxa de dose de infusao de
18,4 mg/hora (442 mg/dia). Nessas taxas de infusao novas bolsas de cada
agente antiviral precisam ser preparadas a cada 12 horas.

Seguranca: Eventos adversos serdo monitorados. A N/H Division
of AIDS Table for Grading the Severity of Adult and Pediatric Adverse Events
(tabela de classificagdo DAIDS AE) sera usada para avaliar a gravidade de
um evento adverso.

Avaliacdes Clinicas: Avaliagdes clinicas incluem: mortalidade no

hospital; taxa e extensao de falha clinica durante o curso do tratamento [fa-
Iha clinica é definida como morte, taquipneia grave (taxa respiratéria > 30
para idades > 12 anos, taxa > 40 para idades 6 a 12 anos, taxa > 45 para
idades de 3 a 6 anos, taxa > 50 para idades de 1 a 3 anos); dispneia grave
(incapaz de falar frases inteiras ou uso de musculos respiratérios acesso6-
rios); saturacao de oxigénio arterial < 92% em ar ambiente através do méto-
do transcutaneo; necessidade de ventilagdo mecanica ou admissao ICUJ;
mortalidade em 28 dias para individuos; mortalidade de 180 dias para indivi-
duos; uso de ventilagado mecanica em qualquer momento para os individuos;
numero de admissdes |ICU para individuos com gripe aviaria; desenvolvi-
mento de sindrome do desconforto respiratério aguda (ARDS) em qualquer
momento para os individuos; duragcao de hospitalizagcao para individuos; du-
racdo de sintomas conforme definido com o tempo para auséncia de febre,
nenhum sintoma ou sintomas minimos, henhuma necessidade de medicacgao
de socorro e continuacao de atividade normal.

Pontos Finais de Virologia: Avaliagdes viroloégicas incluem: taxa

e extensao de carga viral e queda durante o curso de tratamento conforme
avaliado através de RT-PCR para RNA viral em esfregagcos do nariz e da
garganta, sangue, amostras de NAL e BAL; taxa e extensao da emergéncia
de resisténcia ao farmaco antiviral amantadina e zanamivir conforme deter-
minado através de pirosequenciamento; e caracterizagdo genética de varian-

tes resistentes.
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REIVINDICAGOES

1. Composi¢ao para o tratamento ou profilaxia de gripe em um
paciente humano, a dita composicdo compreendendo: 10-60 por cento em
peso (% em peso) de amantadina e 30-80% em peso de ribavirina, em que
as porcentagens em peso sdo baseadas no peso total de agentes ativos na
composigao.

2. Composic¢ao de acordo com a reivindicagao 1, compreenden-
do ainda 0,5-30% em peso de oseltamivir.

3. Composigcao de acordo com a reivindicagao 1, em uma forma
de dosagem unitaria para administragao oral.

4. Composicao de acordo com a reivindicagdo 3, compreenden-
do 25-125 mg de amantadina e 50-200 mg de ribavirina.

5. Composicao de acordo com a reivindicagao 3, compreenden-
do pelo menos 125 mg de amantadina em uma forma de liberagao prolonga-
da e menos do que 200 mg de ribavirina.

6. Composicao de acordo com a reivindicagao 5, em que a a-
mantadina esta em forma de liberagao prolongada.

7. Composicao de acordo com a reivindicagdo 1, em uma forma
de po liofilizado em um frasco.

8. Composicao de acordo com a reivindicagdo 1, em uma forma
de liquido estéril em um frasco.

9. Método para o tratamento ou profilaxia de gripe em um paci-
ente, o dito método compreendendo:

administragdo ao paciente de uma quantidade eficaz de uma com-
binacdo de primeiro, segundo e terceiro agentes antivirais compreendendo:

a) um inibidor de M2 selecionado do grupo consistindo em ri-
mantadina e amantadina;

b) um inibidor de polimerase de RNA selecionado do grupo con-
sistindo em ribavirina e viramidina,; e

c) um inibidor de neuraminidase (NAi) selecionado do grupo
consistindo em oseltamivir, carboxilato de oseltamivir, zanamivir e peramivir.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, em que os primeiro
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e segundo agentes antivirais sdo administrados em quantidades que aumen-
tam a sensibilidade de um virus da gripe ao terceiro agente antiviral da com-
binagdo em pelo menos 2 vezes a sensibilidade do virus ao terceiro agente
antiviral quando usado como monoterapia.

11. Método de acordo com a reivindicagao 9, em que os agentes
antivirais sao administrados ao paciente através de um método selecionado
do grupo consistindo em oralmente, parenteralmente, através de inalagado e
suas combinagdes.

12. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o paciente &
administrado com amantadina em uma quantidade para manter uma concen-
tracéo no plasma entre 0,3 e 1,5 ug/ml por pelo menos 48 horas continuas.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o paciente
€ administrado com amantadina parenteralmente ou oralmente em uma
quantidade de 200 a 500 mg/dia.

14. Método de acordo com a reivindicagéao 9, em que o paciente é
administrado oralmente com amantadina em forma de liberagéo prolongada.

15. Método de acordo com a reivindicagdo 9, em que o virus da
gripe é resistente a monoterapia com amantadina ou oseltamivir.

16. Kit para tratamento ou profilaxia de gripe em um paciente, o
dito kit compreendendo amantadina e ribavirina.

17. Kit de acordo com a reivindicagao 16, para tratamento ou
profilaxia oral, o dito kit compreendendo:

uma pluralidade de formas de dosagem, a dita pluralidade cons-
tituindo uma ou mais doses, cada dose compreendendo uma quantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de uma combinacao de ribaviri-
na e amantadina.

18. Kit de acordo com a reivindicagdo 16, em que amantadina e
ribavirina sao formulados como formas de dosagem separadas.

19. Kit de acordo com a reivindicagao 16, em que amantadina e
ribavirina sao co-formulados como formas de dosagem unicas.

20. Kit de acordo com a reivindicagao 16, compreendendo ainda

oseltamivir.
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RESUMO
Patente de Invencao: "COMPOSICOES E KITS PARA TRATAMENTO DE
GRIPE".
A presente invencao refere-se a composigdes, kits e métodos
5 sao providos para tratamento ou profilaxia de gripe.
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