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DESCRIPCION
Composiciones de tensioactivo que comprenden complejos polipéptidos

Esta invencion se refiere a una composicion de tensioactivo y a su uso para tratar o prevenir una 0 mas
enfermedades o afecciones relacionadas con la disfuncién o deficiencia del tensioactivo pulmonar, para aumentar la
permeabilidad de membranas o para actuar como vehiculo farmacolégico de compuestos farmacéuticos para el uso
en el tratamiento de otras enfermedades o afecciones.

Antecedentes de la invencion

Los tensioactivos pulmonares se hallan en la superficie alveolar, y son esenciales para la respiracion. Consisten de
una mezcla compleja de fosfolipidos (85%), lipidos neutros (5%), y varias proteinas tensioactivas especificas (5%)
que reducen la tension superficial en la superficie alveolar, lo que permite un intercambio gaseoso rapido. Las
propiedades de difusion Unicas del tensioactivo pulmonar reducen la tensién superficial, por lo que se favorece la
expansion pulmonar (también conocida como distensibilidad) durante la inspiracién, y se evita el colapso pulmonar
durante la espiracion.

Sin tensioactivo, los sacos alveolares o alveolos de los pulmones se colapsan y son incapaces de absorber
suficiente oxigeno. Esto se puede manifestar como una inhibicién del intercambio de gases en los pulmones, que
provoca una afeccién conocida como enfermedad de la membrana hialina (EMH), también conocida como sindrome
de dificultad respiratoria (SDR). Esta afeccion se da con mas frecuencia en recién nacidos prematuros, pero también
se da a menudo en nifios mayores y en adultos. Los nifios mayores y los adultos pueden presentar una amplia gama
de afecciones pulmonares que incluyen, pero sin limitacion, intoxicacion por hidrocarburos (p.ej., parafina), casi-
ahogamiento, enfermedades pulmonares relacionadas con el VIH/SIDA, sindrome de dificultad respiratoria del adulto
(SDRA) o lesién pulmonar aguda (LPA), asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), tuberculosis (TB),
y sindrome respiratorio agudo grave (SRAG).

La observacién de que los recién nacidos prematuros con SDR padecen una deficiencia del material tensioactivo
alveolar condujo al tratamiento de la afeccién con sustitutos exdégenos del tensioactivo, y en la actualidad hay
disponibles comercialmente diversos tensioactivos pulmonares, tales como los enumerados a continuacién en la
Tabla 1. Estos incluyen tensioactivos derivados de mamiferos o naturales, que contienen proteinas tensioactivas y
mezclas de lipidos sin proteinas sintéticas:

Tabla 1: Una seleccion de tensioactivos pulmonares disponibles comercialmente

Nombre genérico Nombre comercial Fabricante

Beractant Survanta® Abbott Laboratories (EE.UU.)
Surfactant-TA Surfacten® Tokoyo Tanabe (Japén)
Tensioactivo porcino Curosurf® Chiesi Pharmaceuticals (Italia)
Tensioactivo pulmonar de ternero (CLSE) Infasurf® Forest Laboratories (EE.UU.)
SF-RI 1 Alveofact® Boehringer (Alemania)
Compuesto de expansion pulmonar artificial Pneumactant® Britannia Pharmaceuticals (R.U.)
(ALEC)

Plalmitatlo de colfoscerilo, hexadecanol, Exosurf® Glaxo Wellcome Co (EE.UU.)
tiloxapo

El tensioactivo derivado de mamiferos, también denominado en la presente memoria tensioactivo pulmonar nativo o
natural, consiste principalmente en fosfolipidos, y el fosfolipido principal es dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC).
También incluye fosfatidil glicerol (PG) y las proteinas tensioactivas (SP) A, B, C, y D. La formacién de mielina
tubular, que es la forma extracelular in vivo activa del tensioactivo pulmonar nativo, requiere la presencia de DPPC,
PG, SP-A, SP-B, y calcio. Se cree que SP-B y SP-C ayudan a los tensioactivos naturales a manifestar un
comportamiento superficial in vivo e in vitro superior (Dizon-Co et al 1994). De los diversos componentes proteicos
del tensioactivo pulmonar, SP-B parece tener una funcion esencial en el mantenimiento de la expansion alveolar. De
hecho, se ha demostrado que simplemente complementando los fosfolipidos artificiales con SP-B y/o SP-C
hidréfobos, de fuentes nativas o recombinantes, da como resultado una funcién in vivo e in vitro mejorada (Dizon-Co
et al 1994; lkegami y Jobe 1998; Davis et al 1998). Se ha demostrado que la ausencia de SP-B da como resultado
una deficiencia de SP-C, y también provoca una insuficiencia respiratoria letal en recién nacidos a término (Nogee et
al 1993; Clark et al 1995).

Los tensioactivos derivados de mamiferos han estado disponibles durante muchos afios, pero son caros y su
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aplicacion terapéutica se ha centrado en el uso en la existencia de EMH/SDR en recién nacidos prematuros. Estas
formulaciones tensioactivas contienen normalmente proteinas derivadas de fuentes bovinas o porcinas, y por lo tanto
plantean un riesgo potencial por la transmision de patdgenos asociados a animales y respuestas alérgicas.

Los tensioactivos lipidicos sintéticos iniciales sin proteinas, tales como Exosurf®, han demostrado una eficacia
inferior en experimentos en animales y en ensayos en recién nacidos humanos, en comparacién con las
formulaciones tensioactivas que contienen proteinas (Grossman et al 1984; Cummings et al 1992; Halliday 1997;
Ainsworth et al 2000). Los tensioactivos sintéticos posteriores, tales como Lucinactant (Surfaxin®, Discovery
Laboratories, Filadelfia), que contienen sinapultida KL4, han demostrado una eficacia superior con respecto al riesgo
de mortalidad, enfermedad pulmonar crénica y otras morbilidades asociadas a la prematuridad en recién nacidos
que tienen EMH/SDR o que corren el riesgo de desarrollar la afeccién. Sin embargo, en dos ensayos en los que se
compararon dichos tensioactivos sintéticos que contiene proteinas con un extracto de tensioactivo derivado de
animales, no se observé ninguna diferencia estadistica en cuanto a muerte o enfermedad cronica (Cochrane Syst
Review, 2007). Ademas, Lucinactant es un gel a temperatura ambiente, y se debe calentar antes de usarlo para que
esté en forma liquida. Lucinactant todavia no ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento en EMH/SDR
neonatal.

La eficacia de las preparaciones actuales disponibles comercialmente se ha estudiado en modelos animales de SDR
y en ensayos clinicos que implicaron a recién nacidos humanos con la misma afeccién. En conjunto, las
formulaciones sintéticas sin proteinas disponibles demuestran una eficacia inferior in vivo en comparacion con la de
las formulaciones naturales que contienen proteinas. Sin embargo, se ha cuestionado la seguridad de los
tensioactivos que contienen proteinas exdgenas. Las desventajas adicionales de las preparaciones tensioactivas
derivadas de tejidos animales incluyen la complejidad de los procesos necesarios de fabricacion y de esterilizacion.
Los tensioactivos reconstituidos incluyen en general proteinas hidr6fobas afiadidas, aisladas de tejidos animales u
obtenidas por medio de técnicas recombinantes, o derivados peptidicos sintéticos de tales proteinas. Las
propiedades y la actividad de los tensioactivos reconstituidos, por lo tanto, depende en gran medida no solamente de
la composicion de la mezcla de fosfolipidos, sino también de los componentes de péptidos/proteinas.

La solicitud de patente de EE.UU. N° 2008/069778A1 de Pargaonkar describe microesferas de fosfolipidos
encapsulados en polimeros formadas de capas de poli-L-lisina y poli-acido L-glutamico; Pilbat et al. (Langmuir 2007,
23, 8236-8242) describe barreras similares a biomembranas que se forman a partir de capas de poli-L-lisina y poli-
acido L-glutamico; Ciobanu et al. (International Journal of Pharmaceutics 344, 2007, 154-157) se refiere a liposomas
convencionales que estan revestidos con capas alternas de poli-L-lisina y poli-acido L-glutdmico; y Matsumura et al.
(Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 92, 1994, 87-93) se refiere a liposomas que
estan revestidos de diversas concentraciones de poli-L-lisina o poli-acido L-glutamico, pero no ambos. Sin embargo,
ninguno de los documentos mencionados anteriormente describe un complejo preformado de estos péptidos.

Por lo tanto, existe la necesidad de una composicidon de tensioactivo pulmonar sintético que tenga propiedades
tensioactivas equivalentes a las del tensioactivo natural.

Sumario de la invencion
Segun una primera realizacién de la invencién, se proporciona una composicién que comprende:
un vehiculo lipidico; y un complejo peptidico de
poli-L-lisina o0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma; y
poli-acido L-glutamico o poli-acido L-aspartico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
en la que el complejo peptidico tiene una region de carga neutralizada y una region cargada positivamente.

La sal de poli-L-lisina puede ser poli-L-lisina.HBr, y preferiblemente tiene la férmula (l), en la que n oscila de
alrededor de 100 a alrededor de 135, de alrededor de 103 a alrededor de 135, o de alrededor de 103 a alrededor de
119:

* HBr

La sal de poli-acido L-glutamico puede ser la sal sddica de poli-acido L-glutdmico, que tiene preferiblemente la
3
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férmula (11), en la que x es al menos 50, al menos 68 o al menos 86:

0
Jr'c‘_‘cH_NHJr
| X
{CHz),
o
N ()

La cadena de poli-L-lisina o la sal de la misma puede ser mas larga que las cadenas de poli-acido L-glutamico o poli-
acido L-aspartico o la sal de los mismos en al menos 17 residuos, en al menos 50 residuos o en al menos 85
residuos. Por ejemplo, la cadena de poli-L-lisina o la sal de la misma puede ser mas larga en alrededor de 17 a 49
residuos, alrededor de 50 a 85 residuos o alrededor de 35 a 67 residuos.

El vehiculo lipidico puede comprender uno o0 mas de dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), fosfatidilglicerol (1,2-Diacil-
sn-glicero-3-fosfo-[1-rac-glicerol]) (PG), hexadecanol, colesterol, tiloxapol o cloruro sédico.

Por ejemplo, la composicion puede comprender lo siguiente:
dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC);
fosfatidilglicerol (PG);
hexadecanol;
tiloxapol;
poli-L-lisina.HBr;
sal sddica de poli-acido L-glutamico; y
cloruro sédico.
La composicion puede comprender ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La composicion se usa en general para prevenir o tratar una enfermedad o afeccion relacionada con la disfuncién o
deficiencia del tensioactivo pulmonar, tal como la enfermedad de la membrana hialina (EMH), sindrome de dificultad
respiratoria (SDR), intoxicacion por hidrocarburos, casi-ahogamiento, enfermedades pulmonares relacionadas con el
VIH/SIDA, sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA) o lesiéon pulmonar aguda (LPA), asma, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC), tuberculosis (TB) o sindrome respiratorio agudo grave (SRAG).

De manera alternativa, la composicidon se puede usar para incrementar la permeabilidad de un compuesto o
composicion farmacéutica a través de una membrana de un sujeto o para actuar como un vehiculo farmacologico. El
compuesto farmacéutico, composicién o farmaco puede ser, pero sin limitacién, un agente antineoplasico,
antiinflamatorio, agente inmunosupresor, agente antidiurético, péptido portador, péptido microbicida, inhibidor de
ACTH, analogo de cortisol 0o agente para terapia de sustitucién de hormonas, y se puede administrar de manera
concurrente con la composicion descrita anteriormente, o se puede incluir en ella.

La composicion puede ser adecuada para la administracion mediante inhalacion, intubacién o administracion
pulmonar directa.

Segun una realizacion adicional de la invencion, se proporciona un método para la fabricacion de la composicion
descrita anteriormente, y el método comprende las etapas de:

mezclar dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), hexadecanol, y fosfatidilglicerol (PG) en un disolvente orgéanico;
eliminar el disolvente orgéanico y obtener una pelicula de fosfolipidos;

mezclar, en una disolucién acuosa, poli-L-lisina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma y poli-
acido L-glutamico o poli-acido L-aspartico, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, y obtener un
complejo peptidico;

afiadir el complejo peptidico a la pelicula de fosfolipidos;

agitar la mezcla, y
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afiadir tiloxapol.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

Figura 14:

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

es un grafico de la elipticidad molar (mdeg) frente a la longitud de onda (nm) que muestra el espectro de
dicroismo circular (DC) del complejo de poli-L-lisina y poli-acido L-glutamico como se describe en el
Ejemplo 1;

es un grafico de PaO,/FiO, frente al tiempo (min) que muestra el perfil de oxigenacién de conejos
tratados con la composicién del Ejemplo 1, exosurf genérico (EG), o EG y Ca®* como se describe en el
Ejemplo 2, p: = 6,6 X 10°° para los conjuntos de datos Ay C; p: =0,0002 para los conjuntos de datos Cy
B, y p: = 0,04 para los conjuntos de datos Ay B;

es un grafico de barras que muestra el efecto de la sustitucidn del tensioactivo pulmonar sobre el grosor
del tabique (Tsept) (um) en n= 6 corderos tratados con EG, EG y ca* (EG + Ca), o la composicion de la
invencion como se describe en el Ejemplo 2;

es un grafico de PaO,/FiO- frente al tiempo (min) que muestra el perfil de oxigenacion sistémica media
de n= 6 corderos tratados con la composicion de la invencién y Survanta®, como se describe en el
Ejemplo 3, p: = 0,936;

es un grafico de loge PaO; frente al tiempo (min) que muestra las medias observadas y las medias de
las curvas ajustadas de n= 6 corderos tratados con la composicion de la invencion y Survanta®, como se
describe en el Ejemplo 3;

es un grafico de la distensibilidad respiratoria (Cdyn/kg(% a lo largo del tiempo (min) en los n= 6 corderos
tratados con la composicion de la invencion y Survanta™ como se describe en el Ejemplo 3 (p = 0,242);

es una representacion de regresion de la oxigenacion sistémica (PaO, en mmHg) frente a la
distensibilidad respiratoria dinamica (Cdyn/kg) en los n= 6 corderos tratados con la composicion de la
invencion y Survanta® como se describe en el Ejemplo 3;

es un grafico de PaO, (mmHg) frente al tiempo (min) que muestra una comparacién de la oxigenacion
entre la composicion de la invencion, Survanta® modificado, Survanta® bovino; tensioactivo pulmonar de
oveja, Survanta® (este estudio);

es un grafico de la composiciéon de la invencion y los datos de distensibilidad respiratoria dinamica
media de Survanta® frente al tiempo (min) que muestra las medias observadas y las medias de las
curvas ajustadas de n= 6 corderos tratados con la presente composicion y Survanta”, como se describe
en el Ejemplo 3;

es un grafico de Pay/FiO, a lo largo del tiempo (min) que muestra el perfil de oxigenaciéon de los
corderos tratados con la composiciéon de la invencion, Curosurf® o solucion salina como se describe en
el Ejemplo 3;

es un gréafico del indice de oxigenacion (cm H>O/kPa) a lo largo del tiempo (min) de los corderos
tratados con la composicién de la invencion, Curosurf®, o0 solucién salina como se describe en el
Ejemplo 3;

es un grafico del volumen corriente (Vte) (ml/kg) a lo largo del tiempo (min) de los corderos tratados con
la composicion de la invencion, Curosurf®, o solucion salina como se describe en el Ejemplo 3;

es un grafico de la presion de didxido de carbono arterial (PaCO-) a lo largo del tiempo, que muestra el
perfil de PaCO; de los corderos tratados con la composicion de la invencion, Curosurf® o solucién salina
como se describe en el Ejemplo 3;

es un grafico de la distensibilidad respiratoria dinamica (cdyn/kg) a lo largo del tiempo (min) en los
corderos tratados con la composicién de la invencion, Curosurf® o solucion salina como se describe en
el Ejemplo 3;

es un grafico que muestra los valores de flujo medio de arecolina en presencia de la composicion de la
invencion y Exosurf® a través de tejido pulmonar porcino;

es un grafico que muestra los valores de flujo medio de arecolina en presencia de la composicién de la
invencion y Exosurf® a través de tejido de mucosa vaginal humana;

es un gréafico que muestra los valores de flujo medio de estradiol en presencia de la composicion de la
invencion y Exosurf® a través de tejido pulmonar porcino;
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Figura 18: es un gréafico que muestra los valores de flujo medio de arecolina en presencia de la composicién de la
invencion y Exosurf® a través de tejido de mucosa bucal porcina;

Figura 19: es un grafico que muestra los valores de flujo medio de arecolina en presencia de la composicion de la
invencién, Curosurf®, y Survanta® a través de tejido pulmonar porcino;

Figura 20: es un gréafico que muestra los valores de flujo medio de estradiol en presencia de la composicion de la
invencion a través de tejido de arteria pulmonar porcina;

Figura 21: es un grafico que muestra los valores de flujo medio de vasopresina en presencia de la composiciéon de
la invenciodn a través de tejido de arteria pulmonar porcina;

Figura 22: es un gréafico que muestra los valores de flujo medio de dexametasona en presencia de la composicion
de la invencién a través de tejido pulmonar porcino;

Figura 23: es un gréafico que muestra los valores de flujo medio de hidrocortisona en presencia de la composicion
de la invencion a través de tejido pulmonar porcino; y

Figura 24: es un grafico que muestra los valores de flujo medio de MDY-19 marcado con FITC en presencia de la
composicion de la invencion a través de tejido de mucosa vaginal humana.

Descripcion detallada de la invencion

En la presente memoria se describe una composicién que comprende un vehiculo lipidico y un complejo peptidico
formado por dos polipéptidos. El primer polipéptido es poli-L-lisina o una sal farmacéuticamente aceptable de la
misma; y el segundo polipéptido es poli-acido L-glutdmico o poli-acido L-aspartico, o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos.

La composicion se usa para sustituir temporalmente el tensioactivo pulmonar natural en un pulmoén de mamifero en
el que tal tensioactivo pulmonar natural no esta presente, es disfuncional o esta presente a una concentracion baja.
A diferencia de otras composiciones tensioactivas, la presente composicion no contiene ninguna proteina derivada
de fuentes no humanas.

La composicion se puede usar para prevenir o tratar una afeccién relacionada con una disfunciéon del tensioactivo
pulmonar, tal como la enfermedad de la membrana hialina (EMH), sindrome de dificultad respiratoria (SDR),
intoxicacion por hidrocarburos, casi-ahogamiento, enfermedades pulmonares relacionadas con el VIH/SIDA,
sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA), asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
tuberculosis (TB) o sindrome respiratorio agudo grave (SRAG). De manera alternativa, la composicion se puede usar
para incrementar la permeabilidad de un compuesto o composicién farmacéutica a través de una membrana de un
sujeto o para actuar como vehiculo farmacolégico. EI compuesto farmacéutico, composicion o farmaco puede ser,
pero sin limitacion, un agente antineoplasico, antiinflamatorio, agente inmunosupresor, agente antidiurético, péptido
portador, péptido microbicida, inhibidor de ACTH, analogo de cortisol 0 agente para terapia de sustitucion de
hormonas, y se puede administrar como una formulacion diferente pero de manera concurrente con la compaosicién
descrita anteriormente, o se puede incluir como parte de la misma composicién. La composicion se puede
administrar de manera endotraqueal en los pulmones de un mamifero para sustituir temporalmente el tensioactivo
pulmonar natural y para crear una pelicula sobre las superficies interfaciales alveolares y para reducir la tension
superficial. De ese modo se facilita la expansion de los espacios alveolares. De manera alternativa, la composicion
se puede administrar a un sujeto mediante inhalacién, intubacién o administracién pulmonar directa.

La cadena de poli-L-lisina o la sal de la misma es generalmente mas larga que la cadena de poli-acido L-glutamico o
poli-acido L-aspartico o la sal de los mismos en al menos 17 residuos, en al menos 35 residuos, en al menos 50
residuos o en al menos 85 residuos. Por ejemplo, la cadena de poli-L-lisina o la sal de la misma puede ser mas larga
en alrededor de 17 a 49 residuos, alrededor de 50 a 85 residuos o alrededor de 35 a 67 residuos. Como la poli-L-
lisina esta cargada positivamente de manera predominante y el poli-acido L-glutamico estd cargado negativamente
de manera predominante, el complejo peptidico que se forma entre estos dos polipéptidos tiene una regiéon de carga
basicamente neutralizada y una regién basicamente cargada positivamente. La regién de carga neutralizada del
complejo peptidico es capaz de interaccionar con el vehiculo lipidico, mientras la regién cargada positivamente esta
disponible para interaccionar con un medio acuoso y/o polar.

La proporcién del primer polipéptido respecto del segundo polipéptido es de alrededor de 1:0,3 (p/p); y la proporcion
del complejo peptidico respecto del vehiculo lipidico es de alrededor de 3:100 (p/p) y mas en particular es 3,9:100

(p/p).

La poli-L-lisina ((Lys)n) esta en general en forma de poli-L-lisina.HBr, que tiene la férmula (1) en la que n oscila de
alrededor de 100 a alrededor de 135, mas preferiblemente de alrededor de 103 a alrededor de 135, y aiun mas
preferiblemente de alrededor de 103 a alrededor de 119.
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« HBr

()

El poli-acido L-glutamico ((Glu),) esta en general en forma de la sal sodica de poli-acido L-glutamico, que tiene la
férmula (11), en la que x es al menos 50, preferiblemente al menos 68 o0 aun mas preferiblemente al menos 86.

0
+LCH_.NH+
o (le)z ’
cdy

El vehiculo lipidico puede incluir uno o méas de dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), dipalmitoil fosfatidilglicerol (PG),
hexadecanol, colesterol, tiloxapol o cloruro soédico. La proporcion de DPPC, hexadecanol y PG puede ser de
alrededor de 10:1,1:1 (p/p).

La composicién puede incluir opcionalmente colesterol; por ejemplo, en concentraciones de alrededor de 3 mg/ml a
alrededor de 4,8 mg/ml, para constituir de alrededor del 5 a alrededor del 8% (p/p) de la composicion.

Un ejemplo de una realizacion adecuada de la invencion es una composicion que comprende:

dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC) 60 mg/ml;
fosfatidilglicerol (PG) 6 mg/ml;
hexadecanol 6,7 mg/ml;
tiloxapol 1 mg/ml;
poli-L-lisina.HBr 1,98 mg/ml;
sal sddica de poli-acido L-glutamico 0,613 mg/ml; y
cloruro sédico 100 mM.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresién "vehiculo lipidico" significa una mezcla de fosfolipidos y
opcionalmente otros componentes lipidicos, por ejemplo lipidos neutros tales como triacilgliceroles, acidos grasos
libres y/o colesterol.

Tal como se usa en la presente memoria, las expresiones "que comprende de manera predominante” o
"basicamente" significan comprender principalmente. Por ejemplo, una region que tiene de manera predominante o
basicamente carga positiva significa que la carga total (0 neta) de la region es positiva.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion dipalmitoilfosfatidil colina se refiere a 1,2-Dihexadecanail-sn-
glicero-3-fosfocolina.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion fosfatidilglicerol se refiere a 1,2-Diacil-sn-glicero-3-fosfo-[1-
rac-glicerol].

Tal como se usa en la presente memoria, una dosis eficaz para tratar una afeccion es una cantidad que es suficiente
para mejorar, 0 en cierta manera reducir, los sintomas asociados a la enfermedad. La cantidad dependera del tipo y
la gravedad de la afeccion y de las caracteristicas (peso, sexo, edad) del sujeto.
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Ejemplos

La invencion se describe mas adelante con referencia a una realizacion particular de la invencion, en la que la
composicion comprende un vehiculo lipidico que incluye una mezcla de fosfolipidos compuesta de dipalmitoil
fosfatidilcolina (DPPC); hexadecanol; fosfatidilglicerol (PG) en la proporcién de 10:1,1:1 (p/p), y un complejo
peptidico formado por un primer polipéptido en forma de poli-L-lisina.HBr (que tiene alrededor de 100-135 residuos
de aminoacidos) y un segundo polipéptido en forma de la sal sédica de poli-acido L-glutamico (que tiene alrededor
de 86 residuos de aminoacidos). El solicitante ha usado el término "Synsurf" para referirse a la composicion de
tensioactivo pulmonar de la invencién.

El proceso para preparar la composicion de tensioactivo incluye primero preparar el vehiculo lipidico mezclando
DPPC, hexadecanol, y PG en un disolvente organico, tal como cloroformo, antes de eliminar el disolvente organico
mediante evaporacion rotatoria a 35 °C a presion reducida para obtener una pelicula de fosfolipidos. Después los
polipéptidos de poli-L-lisina y poli-acido L-glutdmico se dejan complejar entre si mezclandolos a 37 °C en disolucion
acuosa que contiene cloruro sodico antes de afiadirlos a la pelicula de fosfolipidos. Después el complejo peptidico y
la mezcla de la pelicula de fosfolipidos se someten a sonicacion en condiciones sustancialmente suaves.

En los ejemplos expuestos mas adelante, la composicidon de tensioactivo pulmonar de la invencién se prepara y se
usa en ensayos en animales in vivo y en estudios de permeabilidad in vitro mediante el uso de muestras de tejidos
animales y humanos. El Ejemplo 1 expone como se prepara la composicion de tensioactivo pulmonar, junto con el
analisis bioquimico de la misma. El Ejemplo 2 expone los resultados obtenidos al usar la composicion de
tensioactivo pulmonar como tratamiento temprano con tensioactivo pulmonar para el sindrome de dificultad
respiratoria en corderos prematuros en comparacion con el Survanta® disponible comercialmente. El Ejemplo 3
expone los resultados obtenidos al usar la composicion de tensioactivo pulmonar en un ensayo aleatorizado para
tratar el sindrome de dificultad respiratoria en corderos prematuros en comparaciéon con el Curosurf® disponible
comercialmente. El Ejemplo 4 expone los resultados de los estudios de permeabilidad con el uso de la composicion
de tensioactivo pulmonar para difundir diversos agentes a través de muestras de tejidos humanos y animales.

Ejemplo 1:  Preparacién y andlisis de Synsurf
Materiales

Se obtuvo 1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) y 1,2-diacil-sn-glicero- 3-fosfo-[1-rac-glicerol] (PG) de
Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL), y se adquirié alcohol cetilico, tiloxapol, poli-L-lisina (sal de HBr, Sigma P7890) y
poli-acido L-glutamico (sal sddica, Sigma P4636) de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO). La pureza de los
fosfolipidos se verificO mediante cromatografia en capa fina (CCF). Se us6é agua estéril para inyeccion en la
preparacion del tensioactivo pulmonar. El cloroformo usado fue de grado HPLC (Merck, Darmstadt).

Métodos
Preparaciones de tensioactivo pulmonar

La composicion de la invencion, denominada mas adelante en la presente memoria "Synsurf", se preparé mezclando
DPPC (450 mg), hexadecanol (49,995 mg) y PG (45 mg) (en aproximadamente una proporcion 10:1,1:1 (p/p)) en 5
ml de cloroformo. Después el disolvente organico se elimind mediante evaporacion rotatoria y la mezcla se seco bajo
una corriente continua de nitrégeno a temperatura ambiente. Se mezclé poli-L-lisina (24,8 kDa) (47,52 mg, 119
residuos) con poli-L-glutamato (10,2 kDa) (14,7 mg, 86 residuos) y se incub6d a 37 °C en NaCl 100 mM durante 30
mins. El complejo se prepar6 de tal manera que estuvo cargado positivamente por tener un exceso de residuos de
poli-L-lisina. La pelicula seca de fosfolipidos se hidraté después con la mezcla de polimeros (3,9% en peso de la
concentracion de fosfolipidos), y se mezclé suavemente en presencia de esferas de vidrio. Después se us6 un
ultrasonicador equipado con una micropunta para sonicar la mezcla sobre hielo bajo una corriente de nitrégeno
(potencia de 20 vatios durante 7 x 13 segundos; intervalos de 60 segundos). A continuacion, se afiadieron 7,5 mg de
tiloxapol a la preparacion y el tubo se sellé bajo nitrégeno antes del uso.

También se prepar6 un tensioactivo pulmonar Exosurf genérico (EG) de una manera similar a la descrita
anteriormente, y consistié en tres componentes: DPPC / hexadecanol / tiloxapol (13,5:1,5:1) en NaCl 100 mM. La
dosis usada de Synsurfy EG en los experimentos con animales fue 100 mg/kg.

Medidas de la tension superficial del liquido

Las propiedades de tensién superficial de Synsurf y EG se midieron con un analizador de angulo de contacto
dinamico CAHN 322. Se us6 una velocidad de plataforma de 100 micras/seg con una velocidad de recogida de datos
de 1 por seg. Se us6 una placa de vidrio (22 mm x 22 mm x 0,15 mm) como sensor de fuerza. La inmersién fue en
un vaso de precipitados de vidrio de 25 ml que contenia 12 ml de la muestra, y se registraron ciclos individuales a 25
°C. Se realizaron cinco grupos de andlisis por triplicado.
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Espectroscopia de dicroismo circular

El andlisis de la estructura secundaria del complejo poli-L-lys-poli-acido L-glutamico se llevé a cabo a temperatura
ambiente con un espectropolarimetro Jasco-810. El complejo polimérico se diluyé con NaCl 100 mM, lo que
proporcioné concentraciones finales de péptidos de 6,6 uM para p-lisina y 3,2 pM para p-acido glutamico,
respectivamente.

Resultados
Medidas de la tension superficial del liquido

DPPC es una molécula sin carga con una temperatura de transicion de sélido a cristal liquido de 41,6 °C (Van Golde
et al., 1988). Por lo tanto, no se difunde bien en una interfase aire-liquido a la temperatura corporal normal. Para
favorecer la dispersiéon de DPPC en Synsurf durante los experimentos en el modelo en conejo de reduccion del
tensioactivo pulmonar, se incluyé fosfatidilglicerol (PG) en la formulacién. La molécula de PG cargada negativamente
estabiliza una emulsiéon de fosfolipidos en agua y facilita la disgregacion de los liposomas que tocan una interfase
aire-liquido (Enhorning, 1984).

Los analisis comparativos de la tension superficial de las preparaciones de Synsurf y EG no mostraron diferencias
estadisticamente significativas, y se observaron valores de 37,7 mN/m y 37,6 mN/m para las formulaciones de
Synsurf y EG, respectivamente. Aunque las medidas de la tension superficial dependen de la técnica aplicada, los
presentes datos medidos en condiciones dinamicas estan de acuerdo con una escasa funcion de tension superficial
medida en ausencia de SP-B/C (Notter, 1983).

Espectroscopia de dicroismo circular

La poli-L-lisina puede existir en una diversidad de conformaciones dependiendo del grado de ionizacion de los
grupos amino de las cadenas laterales, la temperatura y la concentracion salina. Cuando se examiné el espectro de
dicroismo circular (DC) del complejo de poli-L-lisina y poli-acido L-glutamico, mostré un maximo a 218 nm, indicativo
de que la mezcla existe en la conformacion de cadena aleatoria nativa (Figura 1). Esto esta de acuerdo con los
hallazgos de Chittchang y colaboradores, que descubrieron que la cadena aleatoria es la estructura secundaria
nativa de la polilisina (Chittchang et al., 2002). Aunque la hidrofobicidad de la poli-L-lisina se incrementa
significativamente en el orden: conformaciones de cadena aleatoria < hélice a < lamina B (Gray et al. 1994), los
complejos de poli-L-lisina y poli-acido L-glutdmico tienen cierto grado de hidrofobicidad, ya que los conjugados de
polilisina se unen electrostaticamente al ADN y producen buenos agentes de transfeccion de células (Larson et al.
2004). Ademas, la poli-L-lisina adopta una conformacién de lamina f desde la cadena aleatoria durante la
interaccion con fosfolipidos (Fukushima et al. 1994). Sin embargo, la cadena aleatoria (estado desordenado) de una
mezcla de polimeros tiende a favorecer la exposicion de los grupos superficiales cargados basicos de las cadenas
laterales de lisina, por lo que el péptido puede interaccionar de manera flexible con otras moléculas para llevar a
cabo un papel funcional en las membranas celulares. El efecto global puede ser entonces la union electrostatica a
monocapas de fosfolipidos (Carrier et al., 1985). Con respecto a SP-B, se propone que la estructura secundaria de
hélice a y lamina B penetra en las cadenas acilo de los lipidos del recubrimiento de membranas fosfolipidicas de las
paredes alveolares, lo que proporciona estabilidad y previene el colapso atelectasico (Whitsett et al., 2002).

Los grupos amino cargados de la poli-L-lisina de la presente preparacion también pueden interaccionar con la bicapa
fosfolipidica, imitando una o mas propiedades estructurales y/o funcionales de SP-B. De manera alternativa, debido
a que se cree que las cargas positivas son importantes para mantener la estructura y la funcion de SP-C (Creuwels
et al., 1995), se puede sostener que el caracter positivo global de los residuos de poli-L-lisina en Synsurf podria
imitar las propiedades estructurales y/o funcionales de SP-C.

Ejemplo 2:  Capnometria del espacio muerto, mecanica pulmonar y analisis de los gases sanguineos tras la
terapia de sustituciéon con tensioactivo pulmonar sintético en un modelo de reduccién del tensioactivo
pulmonar

Las concentraciones bajas de proteinas del tensioactivo pulmonar en los tensioactivos pulmonares naturales les dan
ventaja en cuanto a la mejora de la oxigenacion sistémica, la mecanica pulmonar y el desenlace clinico en recién
nacidos con sindrome de dificultad respiratoria (SDR), por encima de la alcanzada con los productos sintéticos sin
proteinas. Aunque la mejora de la oxigenacion sistémica tras la terapia de sustitucion del tensioactivo pulmonar
(TSS) se debe a la recuperacion de los alveolos colapsados o a la estabilizacion e hiperdistension de los
compartimentos pulmonares recuperados, el espacio muerto disminuido, la mejora de la mecéanica pulmonar o un
efecto de cortocircuito disminuido, el mecanismo exacto sigue siendo incierto y controvertido. En los animales de
laboratorio, el lavado repetido eleva el espacio muerto alveolar y fisioldgico, asociado a una disminucién de la
oxigenacion. El TSS natural posterior mejora la oxigenacion sin devolver el pulmén a su estado anterior al lavado.

El siguiente ejemplo describe un ensayo aleatorizado en el que se evalud la composicion de la invencion (Synsurf)
respecto de otros dos tensioactivos pulmonares sintéticos, en un modelo con conejos blancos New Zealand adultos,
que se hicieron deficientes de tensioactivo pulmonar mediante lavado repetido con solucion salina segun los
procedimientos de Lachmann et al. (1982).
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Métodos

Tensioactivos usados
° Synsurf, preparado segun el procedimiento expuesto en el Ejemplo 1.
° EG - Exosurf genérico (preparado mediante un método estandar, como se expone en el Ejemplo 1).
e GE + Ca” - Exosurf genérico + Ca**

Determinacion de la actividad del tensioactivo pulmonar in vivo

El cuidado de los animales y los procedimientos experimentales se llevaron a cabo con la aprobacion de la Comision
para Investigacion Humana de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad de Stellenbosch. Se usaron
conejos blancos New Zealand adultos como modelo de reduccién del tensioactivo pulmonar. Se llevé a cabo una
traqueotomia bajo anestesia local y se insertd una canula sin manguito en la traquea. Se comenzoé la ventilacion
mecanica mediante el uso de ajustes estandarizados bajo anestesia intravenosa continua con pentobarbital. La
pardlisis se consiguio con bromuro de pancuronio. Se llevaron a cabo lavados repetidos mediante el uso de 20 mi/kg
de solucion salina caliente (~37 °C) a través de la canula endotraqueal para cada lavado. Los criterios finales de los
lavados incluyeron una disminucién de la presiéon de oxigeno arterial (PaO,) por debajo de 11 kPa (fraccion de la
concentracion inspirada de oxigeno; FiO2 1,0) y una disminucion de la distensibilidad respiratoria dinamica (Cdyn) en
un 40% o mas. Cinco minutos tras el lavado, los animales se aleatorizaron en tres grupos. Las preparaciones de
tensioactivo pulmonar se administraron a través de la canula endotraqueal (concentracion de DPPC 100 mg/kg). La
FiO,, los volimenes corrientes espiratorios, la frecuencia respiratoria y la presion positiva al final de la espiracion
(PEEP) se mantuvieron constantes a lo largo del estudio. La funciéon pulmonar se midié con un monitor del perfil
respiratorio CO2SMO Plus (Novametrix Medical Systems Inc.). La presion parcial de la presion de diéxido de carbono
espirado (PETco2) se midi6 mediante absorcion infrarroja de la corriente principal. Mediante el uso de la presion de
CO; arterial (PaCOy) y las medidas de los voliumenes se determind el espacio muerto anatdomico, el espacio muerto
alveolar (Vdalv), el espacio muerto fisiolégico (Vdphys) y la proporcién de espacio muerto/volumen corriente (Vt). Los
gases sanguineos, las medidas de los volumenes y Cdyn se midieron antes y después del lavado, y a los 30, 60, 90,
120, 180, 240 y 300 min después de la terapia de sustitucion del tensioactivo pulmonar. El estudio duré 5 horas
antes de la eutanasia de los animales mediante una inyeccion letal intra-arterial de cloruro potasico al 15%.

Radiografia de térax

Se tomaron radiografias de térax anteroposteriores antes del lavado, inmediatamente antes de la aleatorizacion y al
final del estudio. Se estudiaron los cambios en los campos pulmonares con enmascaramiento con respecto a si la
opacificacion radiografica (atelectasia) tras el lavado se resolvido (mejor), permanecié sin cambios (similar) o se
deterioro (peor).

Métodos estadisticos

Las variables medidas para los grupos en los tiempos preseleccionados se compararon mediante el uso de pruebas
t para datos independientes. Para las variables continuas medidas a lo largo del tiempo, se usé una regresion lineal
de las variables a lo largo del tiempo mediante andlisis de minimos cuadrados para comparar los grupos mediante
las diferencias en las respuestas iniciales al tensioactivo pulmonar (ordenadas en el origen) y los cambios a lo largo
del tiempo (pendientes). Los datos se expresan como la media + DE. Un valor de p < 0,05 se considerd significativo.

Resultados

El Vdalv, la proporcion Vd/Vt y la diferencia (delta) PaCO,-ETCO, se incrementaron de manera significativa,
mientras la PaO, y Cdyn disminuyeron de manera significativa tras el lavado repetido (Tabla 2). En el grupo en
conjunto, la instilacién de tensioactivo pulmonar no restablecid ninguna de las variables medidas hasta las
condiciones de pre-lavado (Tabla 3). Se documentd una oxigenacioén significativamente mejor (valores de PaO,) en
el grupo de Synsurf en comparaciéon con los otros dos grupos (Figura 2). El grupo de animales de Synsurf tuvo
diferencias PaCO,-ETCO; significativamente inferiores que el grupo de EG a los 300 min (datos no mostrados). En
conjunto, existidé una correlacion negativa entre la proporciéon a/A y la proporcion Vd/Vt (r = 0,72), y una correlacion
positiva significativa entre la delta PaCO,-ETCO- y la proporcion Vd/Vt (r = 0,8). A pesar de manifestar una mejor
oxigenacion, los animales del grupo de Synsurf manifestaron peores correlaciones entre la PaO, y la delta PaCO,-
ETCO; y la PaO; y la proporcién Vd/Vt en comparacién con los otros grupos. Todos los conejos de los tres grupos
de estudio sobrevivieron hasta el final del periodo de estudio. CXR mejoré en 3/4 animales del grupo de Synsurf en
comparacion con 1/4 en el grupo de EG + ca® y 2/4 en el grupo de EG (Tabla 4). La sustitucién con tensioactivo
pulmonar sintético no restablecio el pulmén a sus condiciones de pre-lavado.
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Tabla 2: Pre-lavado frente a post-lavado (tiempo 0) (media + DE)
Variables TODOS EG EG + Ca®" Synsurf
n=12 n=4 n=4 n=4
Pre-Pa0,/FiO, 67,5 (2,2) 68,1 (2,3) 67,9 (3,2) 66,6 (1,2)
Post-Pa0,/FiO; 7.2 (2) 7.1(2,1) 6,7 (2,4) 7.7 (1,9)
Pre PaCO,-ETCO, (kPa) 1,31 (1,12) 1,62 (0,89) 1(1,09) 1,25 (1,55)
Post PaCO,-ETCO: (kPa) 3,1(1,5) 3(1,28) 3,55 (1,66) 2,77 (1,8)
Pre Vd/Vt 0,61 (0,08) 0,61 (0,01) 0,58 (0,08) 0,65 (0,07)
Post Vd/Vt 0,78 (0,05) 0,78 (0,0) 0,79 (0,05) 0,77 (0,08)
Pre vd alv (ml) 11,3 (3,67) 10,7 (3,5) 10,7 (2,5) 12,5 (5,19)
Post Vd alv (ml) 14,5 (2,9) 12,7 (2,2) 16,7 (1,25) 14,2 (3,8)
Pre Cdyn ml/cmH»O/kg 2,91 (0,5) 2,8(0,3) 3,02 (0,74) 2,85 (0,46)
Post Cdyn ml/cmH2O/kg 1,42 (0,22) 1,36 (0,21) 1,45 (0,25) 1,45 (0,26)

Tabla 3: Variables pre-lavado frente a las variables a los 300 min (criterio final del estudio) para TODOS (media +

DE)

Variable MEDIA DE ANOVA
Pre PaO,/FiO; 67,5 2,2

P < 0,0005
300 min PaO,/FiO; 20,8 13,4
Pre PaCO,-ETCO; (kPa) 1,31 1,12

P =ns (0,08)
300 min PaCO»-ETCO; (kPa) 2 0,77
Pre Vd/Vt 0,61 0,08

P < 0,003
300 min Vd/Vt 0,73 0,06
Pre Vd alv (ml) 11,3 3,6

P=ns
300 min Vd alv (ml) 12,4 2,8
Pre Cdyn (ml/cmH20/kg) 29 0,50

P < 0,002
300 min Cdyn (ml/cmH>0/kg) 1.4 0,24
Tabla 4: Cambios en la radiografia de torax
Cambio: EG EG + Ca* Synsurf
Pre-lavado frente a final del estudio N=4 N=4 N=4
Mejor 2 1 3
Similar 1 3
Peor 1 1
Discusion

Todos los animales experimentaron un deterioro de la proporcion Vd/Vt (espacio muerto fisiol6gico). La oxigenacion
sistémica fue notablemente superior a lo largo del tiempo en los animales tratados con Synsurf. Un grado menor de
cortocircuito derechol/izquierdo intrapulmonar, tal como se refleja por las diferencias intra-grupo en los valores de
PaCO,-ETCO,, puede explicar este hallazgo. Ademas, aunque se sabe que ca® puede estabilizar las membranas y
peliculas de fosfolipidos polares en la interfase aire-liquido, los experimentos muestran que el estado de oxigenacién
de los animales que recibieron EG + ca®" fue inferior al de los animales que se trataron con Synsurf. La oxigenacion
sistémica, por lo tanto, mejor6é significativamente en los animales tratados con Synsurf. Esta mejora fue
significativamente superior a la del "Exosurf" genérico. Esta mejora se podria deber a un grado inferior de
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cortocircuito intrapulmonar, tal como se refleja mediante la diferencia PaCO,-CO; espirado en este grupo (Tabla 2).

Ejemplo 3:  Tratamiento de rescate temprano con tensioactivo pulmonar para el sindrome de dificultad respiratoria
en corderos prematuros: Comparacion de Synsurf con Survanta® de origen bovino

El Ejemplo 3 es un ensayo aleatorizado en el que se evalué Synsurf respecto del tensioactivo pulmonar de origen
bovino disponible comercialmente Survanta® (ABBOTT Lab), con respecto a la oxigenaciéon sistémica y a la
mecanica pulmonar durante la instilacion en corderos prematuros 30 min después del nacimiento.

Métodos

Tensioactivos pulmonares usados
° Synsurf, preparado segun el procedimiento expuesto en el Ejemplo 1.
e Survanta®

Determinacion de la actividad del tensioactivo pulmonar in vivo

El cuidado de los animales y los procedimientos experimentales se llevaron a cabo con la aprobacion de la Comision
para Investigacion Humana de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad de Stellenbosch. Se
preanestesiaron doce ovejas Dorper prefiadas, se intubaron y recibieron anestesia con halotano y ventilacion con
presion positiva intermitente. Se llevo a cabo una cesarea en las ovejas prefiadas datadas a una edad gestacional
de 126-129 dias (gestacién normal de 145-150 dias). Se expuso la cabeza fetal, se llevd a cabo una traqueotomia y
se coloco una canula endotraqueal de 4 6 4,5 mm sin manguito. Se tomaron de diez a 20 ml de fluido pulmonar fetal
para determinar la madurez pulmonar. Se cort6 la médula umbilical; después los animales se extrajeron, se secaron,
y se pesaron, se sedaron y se paralizaron. Se inici6 la ventilacion con el mismo estilo de ventilacion para alcanzar un
volumen corriente de 9-11 ml/kg. Los ajustes del respirador se mantuvieron constantes a lo largo del estudio a una
FiO, de 1,0, frecuencia de 40 rpm, Ti 0,70 seg y Peep de 4 cm H,O. Los corderos se asignaron a uno de dos grupos
(n=6 corderos/grupo) en 30 minutos desde el nacimiento. Se ensayaron dos tensioactivos pulmonares
(concentracion 100 mg/kg): el Grupo A recibié Synsurf y el Grupo B, Survanta®. El tensioactivo pulmonar se
administr6 como un tratamiento de rescate temprano en 35 minutos desde el nacimiento. Las medidas de las
variables fisiologicas, los gases sanguineos y la mecanica pulmonar in vivo se midieron a los 30, 45, 60, 90, 120,
180, 240 y 300 min tras la sustitucion del tensioactivo (SS). Después de 5 horas, se sacrificaron todos los animales
vivos. Se extrajeron los pulmones de todos los animales para la histologia y la morfometria.

Histologia

Los pulmones se inflaron con aire a una presion estatica de 25 cm H;0O, y se fijaron con formalina tamponada del
10%. Las muestras tomadas se tifieron con tincién de hematoxilina y eosina (H&E) y se examinaron mediante
microscopia éptica con un aumento de 100X.

Resultados

Los parametros de pre-tratamiento para ambos grupos se proporcionan en la Tabla 5. No hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. Todos los corderos fueron gravemente deficientes de tensioactivo
pulmonar, ya que el recuento medio de cuerpos lamelares, un reflejo de los fosfolipidos pulmonares totales, fue
insignificante en el nacimiento.

Tabla 5: Parametros de pre-tratamiento con Synsurf frente a Survanta® (Media DE)

Variables Synsurf: n =6 Survanta®: n= 6
Peso corporal (kg) 2,73 (0,55) 2,38 (0,74)
Edad gestacional (dias) 128,5 (0,54) 128 (1)
Macho/Hembra 2/4 1/5

Recuento de cuerpos lamelares/ml 4666 (3386) 6500 (3271)
Fluido traqueal (ml/kg) 6,5 (2,6) 7,9 (2,5)
Ventilacion por minuto (ml/min/kg) 347 (44,6) 351 (30,3)
Volumen corriente (TV/kg) 9,7 (0,8) 9,7 (0,6)
Presion media en las vias respiratorias pulmonares (cm H»0) 14,8 (2,6) 13,8 (0,98)
Cdyn (ml/cm H»O/kg) 0,29 (0,08) 0,33 (0,65)
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VCO2/kg (produccion de CO- por kg de peso corporal) 1,38 (0,5) 1,08 (0,88)
C20/C (Distensibilidad dindmica a lo largo del Gltimo 20% de 1,3 (0,37) 1,15 (0,23)
respiracion como % de la Cdyn de la respiracion total)

Tension arterial media (mmHg) 55,6 (14,3) 54,8 (3,7)
Pulso (por min) 170 (34,3) 165 (19,6)
Presion venosa central (cm H»O) 6 (3) 5,2 (0,9)
Temp. rectal (°C) 36,9 (0,5) 36,7 (0,56)
PaO,/FiO; 36,8 (20,3) 26,6 (10,7)
PaCO; (kPa) 7,8(1,9) 10 (1,9)
pH 7,30 (0,06) 7,22 (0,09)
CO, total (mmol/L) 31,1 (3,5) 32,9 (1,4)
Déficit de base 1,8(1,1) 1,2 (3,1)
indice de oxigenacion (cm H,O/kPa) 7,3 (4,4) 7,8 (2,9)
Intervalo nacimiento-surf (min) 29,8 (2) 28,8 (3,6)

En 15 mlnutos desde la instilacién del tensioactivo pulmonar, los animales del grupo de Synsurf y del grupo de
Survanta® experimentaron un incremento de la proporcion PaO2/FiO2 (p = ns). A continuacion, sin embargo, ambos
grupos experimentaron un deterioro significativo de la oxigenacién sistémica (proporcion PaO-/FiO-) a lo largo del
periodo de estudio (Figuras 4 y 5). En 45 - 90 min después de la instilacion del tensioactivo pulmonar, la oxigenacion
sistémica se deterior6 de manera gradual por debajo de la de los valores iniciales sin diferencias reales entre los
grupos en ningn momento (Figuras 4 y 5), excepto por valores de PaO, mas elevados en el Grupo A (Synsurf) a los
300 min (p<0,05).

Los gases en sangre arterial (PaCO2, pH), los indices de ventilacion y las variables hemodinamicas fueron similares
en ambos grupos para el periodo de estudio de 5 horas. Cuatro de los 6 animales del grupo de Synsurf sobrevivieron
al final del estudio. En este grupo, 3 animales desarrollaron un neumotoérax, a los 45 min, 90-120 min y 180 min,
respectivamente. Todos los animales del grupo de Survanta® sobrevivieron hasta el final del estudio, y nhinguno
desarrollé un neumotdrax (Supervivencia: Synsurf frente a Survanta; p = ns).

La Figura 6 muestra un incremento de la distensibilidad respiratoria a lo largo del tiempo en los animales en ambos
grupos. De manera interesante, en ambos grupos, tuvo lugar una disparidad entre la oxigenacion (Figura 4,
disminucion) y la distensibilidad respiratoria dinamica (Figura 6, incremento). Esta correlacién negativa se muestra
en la Figura 7. Se muestra una comparacién de estos resultados con los hallazgos informados en la bibliografia en la
Figura 8. El analisis estadistico adicional de los cambios en la distensibilidad respiratoria dlnamlca expuestos con
mas detalle a continuacion, demostrd que existen indicios de una diferencia entre Survanta® y Synsurf (Figura 9). A
lo largo del intervalo de tiempo de aproximadamente 90 a 300 min, el limite inferior para Survanta® se halla
ligeramente por encima del limite superior para Synsurf.

Al final del estudio, la fosfatidilcolina en el liquido de lavado broncoalveolar (LBA) de los animales tratados con
Survanta® y Synsurf consisti6é principalmente en C16:0 (aC|do palmitico). El liquido de BAL de los animales tratados
con Synsurf difirid de los animales tratados con Survanta® en la composicién de acidos grasos, ya que contuvo
significativamente mas acido palmitico (C16:0) y acido oleico (C18:1), mientras contuvo significativamente menos
acido estearico (C18:0), miristico (C14:0) y palmitoleico (C16:1) (Tabla 6). En la medida en que el acido palmitico
(C16:0) es esencial para reducir la tension superficial, no hubo correlaciéon entre Cdyn y C16:0, ni entre Cdyn y la
fosfatidilcolina en el liquido de LBA (ug de fosfolipido/ug de proteina) (datos no mostrados).
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Tabla 6: Composicion de acidos grasos de la fosfatidilcolina del liquido broncoalveolar al final del estudio.
Porcentaje de distribucion de acidos grasos respecto de los acidos grasos totales (Media % DE)

Acido graso Survanta® Synsurf Valor de p

C14:0 4,9 (0,5) 1,0 (0,48) < 0,05

C 16:0 82,8 (1,5) 96,1 (1,4) <0,05

c16:1 2,9 (0,32) 0,89 (0,34) <0,05

C18:0 1,9 (0,62) 0,47 (0,22) <0,05

c18:1 0,57 (0,1) 1,31 (0,61) < 0,05

Los cortes para histologia pulmonar representativos de los corderos tratados con Survanta® o Synsurf no difirieron
de manera significativa (datos no mostrados). No existieron diferencias morfométricas entre los grupos de Synsurf y
Survanta® para el tamafio alveolar (p = 0,3) o el volumen alveolar (p = 0,29) (Tabla 7).

Tabla 7: Parametros morfométricos
Grosor del tabique (um) Intercepcién lineal (um) Volumen Alveolar (um)
Media + DE Media + DE Media + DE

Synsurf 5,04 (0,27) 43,03 (2,52) 8,42 (1,51)

Survanta 5,36 (0,60) 44,59 (4,91) 9,57 (3,23)

Tras la instilacion del tensioactivo pulmonar, el recuento de leucocitos totales (WCC) periféricos de los corderos
tratados con Synsurf disminuyé de manera significativa en comparacién con el nivel pre-tratamiento (p = 0,01). Los
niveles de WCC post-tratamiento fueron S|gn|f|cat|vamente inferiores en el grupo tratado con Synsurf en
comparacion con los corderos tratados con Survanta® (p = 0,01). Sin embargo, no hubo diferencias evidentes en los
infiltrados de células inflamatorias en el pulmén (histologia) entre los grupos tratados con los diferentes tensioactivos
pulmonares.

Discusion

Tras el tratamlento de rescate temprano de la deficiencia de tensioactivo pulmonar en corderos prematuros, Synsurf
y Survanta® fueron indistinguibles con respecto al intercambio de gases, la distensibilidad respiratoria dinamica y la
histologia pulmonar. Se razona que el deterioro de las medidas de los gases sanguineos podria ser parcialmente el
resultado de la inhibicion del tensioactivo pulmonar por la filtracién de proteinas plasmaticas en las vias respiratorias
(previamente demostrada por otros autores), agravada por la difusion irregular del tensioactivo pulmonar al instilarlo
como terapia de rescate, o la accion inhibitoria de oxirradicales sobre los tensioactivos pulmonares (ventilados
durante 5 horas con un 100% de oxigeno), todo lo cual empeora el cortocircuito intrapulmonar. A este respecto, se
pueden disminuir las filtraciones de proteinas a través del epitelio alveolar mediante TSS antes de la primera
respiracion / inicio de la ventilacion.

La composicién de acidos grasos del liquido de BAL al final del experimento contuvo mas del minimo necesario de
acido palmitico en la fosfatidilcolina para la funcién pulmonar adecuada (Shelley et al. 1979). Los polimeros de la
formulacion de Synsurf pueden haber ayudado a la adsorcion in vivo y a la dispersién de los acidos grasos C16:0 a
la capa de tensioactivo pulmonar.

Analisis estadisticos de los datos de PaO, de Survanta® y Synsurf

La representacion de los valores de Survanta® y Synsurf respecto del tiempo para animales individuales muestra, en
la mayoria de los casos, una tendencia asintdtica descendente con el tiempo. La transformaciéon de los valores
observados de PaO; a loge (PaO,) produce las tendencias observadas que se pueden modelizar mediante curvas
cuadraticas, excepto porque las observaciones a Tiempo = 0 son sistematicamente demasiado bajas para ajustarse
al patron cuadratico. En lo siguiente se omitieron las observaciones a Tiempo = 0. Se ajust6 una curva cuadratica a
los datos observados de loge (PaOy) frente al Tiempo (Minutos) de cada animal, lo que proporcmno 6 curvas de
Survanta® y 6 curvas de Synsurf. Se calcularon los valores medios observados para Survanta® y Synsurf, y se
representan como puntos en la Figura 5. Se calcularon las medias de las curvas ajustadas, y se muestran como
curvas lisas. En los tiempos 15, 30, etc., se calcularon los errores estandar de los valores medios ajustados:
dependen de la variacion entre animales de los valores ajustados. Las bandas de confianza mostradas en la Figura
5 son la Media + 1,57 (e.e. de la media). El multiplicador 1, 57 se elige de forma que la ausencia de solapamiento de
las bandas indica una diferencia significativa entre Survanta® y Synsurf a un nivel de aproximadamente 0,05.
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No hay indicios de una diferencia significativa entre Survanta® y Synsurf. La curva ajustada media para Synsurf se
halla dentro de las bandas de confianza para Survanta, y viceversa.

Andlisis estadisticos de los datos de distensibilidad respiratoria dinamica de Survanta® y Synsurf

La representacion de los valores de Survanta® y Synsurf respecto del tiempo para animales individuales muestra que
hay una tendencia con el tiempo. No es lineal, pero se puede representar de manera adecuada mediante una curva
cuadratica.

Se ajustd una curva cuadratica a los datos de cada animal, lo que proporcion6 6 curvas de Survanta® y 6 curvas de
Synsurf. Se calcularon los valores medios observados para Survanta® y Synsurf, y se representan como puntos en la
Figura 9. Se calcularon las medias de las curvas ajustadas, y se muestran como curvas lisas en la Figura 9. En los
tiempos 0, 15, 30, etc., se calcularon los errores estandar de los valores medios ajustados: dependen de la variacion
entre animales de los valores ajustados. Las bandas de confianza mostradas en la Figura 9 son la Media + 1,57 (e.e.
de la media). El multiplicador 1,57 se elige de forma que la ausencia de solapamiento de las bandas indica una
diferencia significativa entre Survanta® y Synsurf a un nivel de aproximadamente 0,05.

A lo largo del intervalo de tiempo de aproximadamente 90 a 300 min, el limite inferior para Survanta® se halla por
encima del limite superior para Synsurf.

Ejemplo 4:  Tratamiento con tensioactivo pulmonar para el sindrome de dificultad respiratoria: Un estudio en
corderos prematuros

Se llevd a cabo un ensayo aleatorizado en el que se analiz6 la oxigenacion sistémica y la mecanica pulmonar
durante la instilacion de solucion salina (control), Synsurf o el tensioactivo pulmonar de origen porcino Curosurf®
(Chiesi, Safeline Pharmaceuticals) antes de la primera respiracién en corderos prematuros.

Métodos

Tensioactivos pulmonares usados
° Synsurf preparado segun el procedimiento expuesto en el Ejemplo 1.
e  Curosurf®

Determinacion de la actividad del tensioactivo pulmonar in vivo

Se preanestesiaron dieciocho ovejas Dohne-Merino prefiadas, se intubaron y recibieron anestesia con halotano y
ventilacién con presion positiva intermitente. Se llevé a cabo una ceséarea en las ovejas prefiadas datadas a una
edad gestacional de 129-130 dias (gestacion normal de 150 dias). Se expuso la cabeza fetal, se llevo a cabo una
traqueotomia y se colocd una canula endotraqueal de 4,5 mm sin manguito. Se tomaron de diez a 20 ml de fluido
pulmonar fetal para determinar la madurez pulmonar. Se cort6 la médula umbilical; después los animales se
extrajeron, se secaron, y se pesaron, se sedaron y se paralizaron. El tensioactivo pulmonar se administré antes de la
primera respiracién. Para minimizar el dafio pulmonar, se usé un volumen corriente espiratorio de 6-8 ml/kg durante
los primeros 30 min. El volumen corriente espiratorio (Vte) se incrementd después a 8-10 ml/kg. A continuacion, los
ajustes del respirador se mantuvieron constantes a lo largo del estudio a una concentracién fraccionaria de oxigeno
inspirado (FiO,) de 1,0, frecuencia de 40 rpm, Ti 0,70 seg y PEEP de 4 cm H,O. Los corderos se asignaron a uno de
tres grupos (n = 6 corderos/grupo). Se ensayaron los dos tensioactivos pulmonares (concentracion 100 mg/kg): el
Grupo A recibié Synsurf y el Grupo B Curosurf®, y el grupo de control volimenes equivalentes de solucién salina.
Las medidas de las variables fisioldgicas (tensién arterial, frecuencia cardiaca, temperatura rectal y, cuando fue
posible, presién de la arteria pulmonar), gases sanguineos y mecanica pulmonar in vivo se tomaron a los 30, 45, 60,
90, 120, 180, 240 y 300 min después de la SS. Después de 5 horas, se sacrificaron todos los animales vivos. Se
abrio la pared toracica y se determiné la capacidad inspiratoria maxima (CIM) cuasi-estatica del pulmén intacto a 35
cmH,O de presion estable maxima (PEEP cero) después del desangrado. Se tomaron fotografias del aspecto
macroscopico de las caras anterior y posterior de los pulmones extirpados, y los patrones de lesiones pulmonares se
clasificaron segun las fotografias: (a) aspecto normal, (b) distribucién "tipica" del patrén de lesiones leves, (c)
distribucion "tipica" del patron de lesiones leves-moderadas, y (d) patron de lesiones graves. Se ligo el bronquio
principal izquierdo, y se extrajo el l6bulo inferior izquierdo para las medidas del contenido de agua del pulmén, es
decir, proporcion humedo/seco [h/s] y proporcion hiumedo/seco/himedo [fraccion de peso hiumedo]. En los corderos
sin neumotorax, el pulmon restante (I6bulos pulmonares inferior, medio y superior derecho) se rellen6 por gravedad
con formaldehido al 4% y se inflaron bajo una presién constante de 25 cmH,0. Este pulmén se us6 para la histologia
y morfometria.

Resultados

Se estudiaron un total de 18 corderos. La Tabla 8 proporciona un resumen total de los parametros pre-tratamiento
para los tres grupos. Todos los corderos fueron gravemente deficientes de tensioactivo pulmonar, ya que su
proporcion lecitina:esfingomielina (L/E) fue menor de 2 y el recuento de cuerpos lamelares fue menor de 15.000 por
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UL (media 5278). La deficiencia de tensioactivo pulmonar se reflej6 ademas en la baja distensibilidad dinamica
media global del sistema respiratorio (Cdyn) (0,31 + 0,09 ml/cmH>0/kg) y un escaso estado de oxigenacion, tal como
se reflejé por una baja proporcién a/A (0,03 £ 0,01) y un IO elevado (53,68 + 32,10).

Tabla 8: Variables Fisioldgicas a tiempo 0 - Parametros (Media + DE)

VARIABLE TODOS SOLUCION SALINA SYNSURF® CUROSURF®
(n=18) (n=6) (n=6) (n=6)
Proporcién L/E 1,040 (0,12) 1,144 (0,1) 0,973 (0,1) 0,973 (0,05)
PaO,/FiO; 25,19 +9,42 29,4 £7,56 27,63+£9,3 19,25 +£9,18
PaCoO, (kPa) 6,28 + 1,27 6,77 £ 1,04 5,84 +1,22 6,31+ 1,53
CO total (mmol/l) 26,75+ 2,97 26,76 + 2,86 26,57 +4,39 26,92 +1,53
Cdyn (ml/cmH,0/kg) 0,31 +0,09 0,38 £0,12 0,27 + 0,06 0,31 +0,05
Proporcion a/A 0,03 +0,01 0,04 £0,01 0,04 + 0,02 0,03+0,01
ESTADO DE OXIGENACION | 53,68 + (32,10) 43,11 (15,16) 44,06 (14,75) 73,89 (48,18)
(cm H,O/mmHg)
Vte/kg 7,09 +1,13 6,78 + 1,67 7,17 £ 0,85 7,28 +0,97
pH 7,35 +0,08 7,31+ 0,06 7,39 £ 0,07 7,34 +0,10

No se hallaron diferencias estadisticas para los diferentes parametros enumerados en la tabla.
Respuesta inicial al tratamiento

Tras la instilacion del vehiculo, los tres grupos experimentaron una mejora del estado de oxigenacion en 30 minutos
(Figura 10, Figura 11). Aunque no hubo diferencias significativas entre las proporciones PaO,/FiO; de los corderos
tratados con Curosurf® y los tratados con Synsurf a los 30 minutos, en comparacion con el grupo tratado con
solucién salina, solamente el grupo tratado con Synsurf tuvo una proporcion PaO,/FiO; significativamente mayor (p =
0,03). A los 45 minutos, los animales tratados con Synsurf habian alcanzado una proporcion PaO2/FiO;
significativamente mayor en comparacion con los corderos tratados con solucion salina (p = 0,046). Los animales
que recibieron tensioactivo pulmonar tuvieron un estado de oxigenacion significativamente mejorado entre los 30
minutos y 240 minutos, superior al de los animales tratados con solucién salina (Figura 10, Figura 11). Aunque los
animales tratados con Curosurf® experimentaron un estado de oxigenacién significativamente mejorado entre el
inicio del experimento y los 300 minutos (p = 0,046), su proporcién PaO-/FiO, media disminuyé significativamente a
lo largo del tiempo entre los 30 minutos y los 300 minutos (p = 0,046). A los 300 minutos, los corderos tratados con
Synsurf tuvieron una mayor proporcion PaO,/FiO, y proporciéon a/A en comparacion con los 30 minutos. A los 300
minutos, los corderos tratados con Synsurf tuvieron proporciones PaO,/FiO; (frente a Curosurf®, p = 0,046; frente a
solucion salina, p = 0,043) y a/A (frente a Curosurf®, p = 0,046; frente a solucién salina p = 0,043) significativamente
mejores en comparacién con las de los corderos tratados con Curosurf® o solucién salina. A los 300 minutos, los
corderos tratados con Synsurf tuvieron un estado de oxigenacién similar al de los corderos tratados con Curosurf®,
pero un estado de oxigenacion inferior comparado con los corderos tratados con solucién salina (p = 0,345) (Tabla 9,
Figura 10, Figura 11).

Tabla 9: Variables Fisioldgicas a tiempo 300 min (final del estudio) - Parametros (Media + DE)

VARIABLE TODOS SOLUCION SALINA | SYNSURF CUROSURF®
(n=18) (n=6) (n=6) (n=6)
PaO,/FiO; 205,31 £ 141,06 190,90 + 149,58 288,88 £ 137,13 133,75 +£110,64
PaCO; (kPa) 7,60 +2,79 7,25+3,14 7,03 £3,32 8,47 +2,16
CO, total (mmol/l) 25,76 +2,85 24,00 + 2,50 26,20 £2,25 26,78 +3,34
Cdyn (ml H2O/kg) 0,46 £ 0,07 0,47 £0,07 0,45 +0,09 0,48 £0,05
Proporcion a/A 0,29 +0,2 0,27 £0,21 0,40 £0,21 0,21 +0,16
ESTADO DE OXIGENACION | 20,54 (27,72) 28,96 (36,06) 14,89 (30,03) 17,77 (16,65)
(cm H,O/mmHg)
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Vte/kg 9,09+1,14 9,46 + 0,65 8,45+1,13 9,43+1,33

pH 7,25 +£0,15 7,25 0,20 7,31+£0,15 7,20+0,11

Excepto a tiempo 180 y 300 min, respectivamente, en los que los corderos tratados con Synsurf tuvieron volimenes
corrientes espiratorios inferiores significativos (frente a Curosurf®, p = 0,028; frente a solucion salina, p = 0,043), no
hubo diferencias entre los grupos (Figura 12). Los valores de PaCO, arterial (Figura 13) entre el inicio del estudio y
los 300 minutos no mostraron diferencias significativas, y la tensién arterial media estuvo dentro de los limites
normales para todos los animales durante el periodo de estudio (media 55,8 + 7,3).

La distensibilidad respiratoria dinamica total (Cdyn) (Figura 14) se incrementd de manera constante en todos los
grupos a lo largo del tiempo, pero el incremento solamente fue significativo en los grupos tratados con tensioactivo
pulmonar entre el tiempo O (inicio del experimento) y los 300 minutos (p = 0,0012 y p = 0,00026, para Synsurf y
Curosurf®, respectivamente). No hubo diferencias significativas entre grupos para Cdyn entre el inicio del
experimento y los 300 minutos.

La sangre de cordon umbilical tuvo la tipica linfocitosis de la sangre fetal para todos los grupos de estudio (Tabla 10).
Después de 5 horas de ventilacion, el numero de leucocitos cambié de manera significativa solamente en el grupo
de tratamiento con Curosurf®. En este grupo, el recuento medio de leucocitos (WCC) periféricos se elevo de 1,2 a
3,0 (p = 0,02). En todos los grupos, el desplazamiento predominante desde una linfocitosis en sangre de cordén
umbilical a una predominancia de neutréfilos ocurri6 después de 5 horas de ventilacion. No hubo, sin embargo,
diferencias significativas entre los grupos.

Tabla 10: Recuento de leucocitos y recuento diferencial en el nacimiento y después de 5 h de ventilacion de
corderos prematuros

Synsurf Curosurf® Solucién salina
Recuento en el Inicio
WBC x 10/ 1,9 (1,3) 1,2 (0,8) 3,1(2,6)
Neutrdéfilos % 20,3 (15,2) 23,6 (27,9) 19,7 (23,4)
Linfocitos 65,9 (12,6) 65,9 (21,1) 72,6 (23,1)
Final del Estudio
WBC x 10°/ 1,8 (1,7) 3,0 (1,9) 2,4 (1,3)
Neutréfilos % 42,8 (38,7) 53,4 (24,1) 45,4 (31,4)
Linfocitos 53,6 (35,5) 38,5 (22,6) 49,8 (32,3)

Todos los animales de los grupos tratados con tensioactivo pulmonar sobrevivieron. Dos animales desarrollaron un
neumotérax durante el estudio, uno del grupo de solucion salina y otro del grupo tratado con Synsurf,
respectivamente. Un animal del grupo tratado con solucién salina murié antes de la marca de 300 minutos.

Las medidas del volumen pulmonar cuasi-estatico, la capacidad inspiratoria maxima (CIM), tal como se determina en
el estado de térax abierto, fueron 36,22 + 10,21 ml/kg para los corderos tratados con solucion salina, 33,95 + 8,03
ml/kg para los tratados con Curosurf®, y 32,96 + 1,98 ml/kg para los tratados con Synsurf, que no fueron diferentes
entre si (p = ns). Se clasifico el aspecto macroscépico de los pulmones de 16 corderos (los pulmones de 2 corderos
del grupo tratado con solucién salina no estuvieron disponibles) (datos no mostrados). Se clasifico el aspecto de los
pulmones de la mayoria de corderos (n = 8) bajo el patron de lesiones leves-moderadas y el patron de lesiones
graves (n = 5). Solamente en 2 corderos los pulmones fueron de "aspecto normal”, un cordero del grupo tratado con
solucién salina, y un cordero del grupo tratado con Curosurf®, respectivamente. Un cordero del grupo de Synsurf
tuvo un patrén de lesién leve. No hubo diferencias visibles claras entre grupos con respecto a la distribucion de los
patrones de lesiones.

La Tabla 11 muestra los calculos para el contenido de agua en los pulmones tras la muerte, tal como se refleja
mediante las proporciones h/s y h/s/h. No se observaron diferencias significativas en la fraccion de peso himedo
pulmonar, expresada en la proporcion h/s/h entre los tres grupos. De forma similar, el peso seco pulmonar,
expresado como la proporcién h/s, no mostro diferencias significativas entre ninguno de los grupos.
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Tabla 11: Proporcidon humedo/seco (H/S) de los pulmones y proporcion humedo/seco/himedo (H/S/H) de los
pulmones. Media + DE

Proporcion H/S Proporcion H/S/H
Media + DE Media + DE
Synsurf 6,2 (0,65) 0,40 (0,11)
Curosurf® 5,67 (1,12) 0,38 (0,08)
Solucién salina 6,49 (1,57) 0,38 (0,16)

Discusioén

Se llevé a cabo un ensayo controlado para comparar la oxigenacion sistémica y la mecéanica pulmonar en corderos
prematuros deficientes de tensioactivo pulmonar tras la instilacion de soluciéon salina (control), Synsurf o el
tensioactivo pulmonar de origen porcino Curosurf®, antes de la primera respiracion. El tratamiento con los
tensioactivos pulmonares produjo diferencias claras del estado de oxigenacion, pero no de la distensibilidad
respiratoria dinamica. A lo largo del periodo de estudio, la sustitucién del tensioactivo pulmonar con Synsurf dio
como resultado una respuesta de oxigenacién mejorada mas sostenida en comparacién con la de los animales
tratados con Curosurf® o con solucién salina.

Aunque la distensibilidad respiratoria dinamica solamente se incrementé de manera significativa en los grupos
tratados con tensioactivo pulmonar, sus perfiles temporales no difiieron de manera significativa de la de los
animales tratados con soluciéon salina. Como en el Ejemplo 2, de nuevo se observd un incremento de la
distensibilidad con relacién a una disminucion concurrente de la oxigenacion a lo largo del tiempo, pero esta vez
solamente en los grupos tratados con Curosurf® y con solucion salina. No se registré una "disparidad” o divergencia
entre la oxigenacion y la distensibilidad en el grupo de Synsurf tal como se observé en el Ejemplo 2, en el que se
administré el tensioactivo pulmonar como tratamiento de rescate.

En la presente memoria se ha demostrado la eficacia in vivo de una preparacion de tensioactivo pulmonar sintético
en estudios con modelos animales. Aunque siguen sin aclararse los mecanismos precisos mediante los cuales
Synsurf afecta a la duracion y al grado de la respuesta de oxigenacion en los animales, se sugiere que el caracter
similar a anfifilico (Kurutz y Lee. 2002; Lipp. et al. 1996; Baatz et al. 1990) del complejo polimérico simple podria ser
la clave para imitar la funcion tan necesaria de SP-B.

Ejemplo 5:  Tensioactivo pulmonar como potenciador de la permeabilidad de farmacos a través de los tejidos

Se investigd el papel de la composicién de tensioactivo de esta invencidon en la permeabilidad de agentes
quimicos/farmacos y péptidos a través de pulmon, arteria, mucosa bucal porcina y mucosa vaginal humana.

Métodos
Tensioactivos pulmonares usados
° Synsurf (Tensioactivo pulmonar sintético nuevo)
e  Exosurf genérico (preparado mediante un método estandar)
° Curosurf® (Tensioactivo pulmonar de origen porcino)
° Survanta® (Tensioactivo pulmonar de origen bovino)
Materiales

El estudio fue aprobado por la Comisién para Investigacion Humana de la Facultad de Ciencias de la Salud,
Universidad de Stellenbosch. Se obtuvo pulmén y mucosa bucal porcina del centro veterinario. La mucosa vaginal se
obtuvo de pacientes postmenopausicas tras histerectomias vaginales. Las muestras se colocaron en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) o medio esencial minimo de Eagle (MEM) sin L-glutamina y NaHCOg, y se transporté
al laboratorio. Las muestras se congelaron instantdneamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -85 °C durante
6 meses.

Los farmacos / péptidos / compuestos quimicos que diferian ampliamente en tamafio molecular y lipofilia usados en
los estudios de permeabilidad fueron:

° 3H-17[3-estradio| (Pm = 272 Da). Este farmaco se usa para la terapia de sustitucién de hormonas durante
el climaterio femenino.
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e *H-arecolina reducida (Pm = 141 Da). Este alcaloide tiene la capacidad de provocar cancer oral, asi como
fibrosis submucosa.

e *H-hidrocortisona (Pm = 362,4 Da). Este es un corticosteroide que se da de manera natural usado
principalmente por su accién antiinflamatoria e inmunosupresora, o para la terapia de sustitucién de
hormonas.

e *H-dexametasona (Pw = 392,5 Da). Este es uno de los analogos sintéticos potentes de cortisol usados
para la prevencion y el tratamiento del edema cerebral, y es el farmaco de eleccidn para la inhibicién de la
produccion de ACTH.

° 3H-vasopresina (Pm = 1084 Da). Esta es una hormona peptidica antidiurética importante por su accion
sobre el rifion.

° MDY-19 marcado con FITC (PM = 2409,5 Da), un portador peptidico, y MEA-5 marcado con FITC (PM =
2911,4 Da), un péptido microbicida.

Los potenciadores para mejorar la permeabilidad fueron tensioactivos pulmonares basados en
dlpalm|t0|lfosfat|d|Icollna (DPPC). Synsurf y Exosurf se prepararon como se describié en el Ejemplo 1, mientras
Curosurf® y Survanta® se adquirieron.

Aparato de cinética de difusion

Se determiné la cinética de difusién a través de pulmén y mucosa bucal porcina, asi como a través de mucosa
vaginal humana, mediante el uso de un sistema de difusion de flujo continuo.

Se recortaron muestras de tejido de dlferentes mucosas y se montaron siete discos (x 4 mm) en las celdas de
difusion de flujo (area expuesta 0,039 cm ) Antes del comienzo del experimento, se equilibraron los discos de tejido
durante 10 min con PBS, pH 7,4 a 20 °C en los compartimentos donante y aceptor de las celdas de difusion. Tras el
equilibrado, se extrajo el PBS del compartimento donante y se sustituyé con 1 ml de compuesto / péptido tritiado (0,1
- 1,4 uCi). Se extrajeron alicuotas (100 pl) en minutos de cada uno de los siete compartimentos donantes para la
determinacién de la concentracién en la celda donante a tiempo cero (Co). Se bombeé PBS (pH 7,4) a través de las
camaras aceptoras a un caudal de 1,5 ml/h. Se recogieron fracciones a intervalos de 2 h durante 48 h. Se afiadio un
céctel de centelleo (10 ml) a cada muestra recogida y se conté en un contador de centelleo liquido hasta que se
alcanz6 un valor 2-s del 1%. El apagamiento para cada muestra se corrigié6 automaticamente en el contador Los
valores de flujo (J) a través de las membranas se calcularon por medio de la relaciéon: J = Q / A-t (dpm- cm™? mln )
en la que Q = cantidad de sustancia que atraviesa la membrana (dpm). A = area de la membrana expuesta (cm )yt
= tiempo de exposicion (min). Los péptidos se determinaron mediante espectrometria de fluorescencia.

Cinética en el estado estacionario: Cuando no se obtuvieron diferencias estadisticas significativas (p< 0,05) (ANOVA
y prueba de rangos multiples de Duncan) entre los valores de flujo a lo largo de al menos 2 intervalos de tiempo
consecutivos, se supuso que se habia alcanzado un estado estacionario (cinética en equilibrio) para una muestra
particular.

Analisis estadistico: Se usé un ensayo t para datos independientes con correccion de Welch para investigar las
posibles diferencias entre las medias de flujo a intervalos de 2 h. Se us6 un nivel de significacion de p < 0,05. La
comparacion de las curvas completas se realizé6 mediante el uso de la prueba F.

Resultados

Synsurf aumenté la tasa de flujo de arecolina a través del tejido pulmonar porcino en comparacion con Exosurf
(Figura 15). El valor de p para Synsurf / Arecolina fue p = 3,75311 E™*, mientras el de Exosurf / Arecolina fue p=
0,9554. El valor de n para Synsurf fue 31; para Exosurf fue 17; y para Arecolina fue 33.

Tanto Synsurf como Exosurf aumentaron la tasa de flujo de arecolina a través de la mucosa vaginal humana (Figura
16). Las diferencias entre Ios valores de Synsurf y Exosurf no fueron significativas. El valor de p para Synsurf /
Arecolina fue p = 1,0388 E™ ; para Exosurf / Arecolina fue p = 1,807 E y para Synsurf / Exosurf fue p = 0,74029. El
valor de n para Synsurf fue 18 para Exosurf fue 17; y para Arecolina fue 7.

Tanto Synsurf como Exosurf aumentaron la tasa de flujo de estradiol a través del tejido pulmonar porcino (Flgura 17).
Sin embargo, el aumento con Synsurf fue mucho mayor. El valor de p para Synsurf / estradiol fue p = 4,51 E? ; para
Exosurf / estradiol fue p = 8,9 E* ; y para Synsurf / Exosurf fue p = 1,3 E°. El valor de n para Synsurf fue 24; para
Exosurf fue 13; y para estradiol fue 15.

Synsurf aumenta la tasa de flujo de arecolina a través de la mucosa bucal porcina en comparacién con Exosurf
(Figura 18). El valor de p para Synsurf / Arecolina fue p = 5,58 E' para Synsurf / Exosurf fue p = 3,5 E*% y para
Exosurf / Arecolina fue p = 0,1355. El valor de n para Synsurf fue 11; para Exosurf fue 17; y para Arecolina fue 12.

Tanto Synsurf como Curosurf® aumentaron la tasa de flujo de arecolina a través del tejido pulmonar porcino (sin
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diferencia estadistica), mientras Survanta® no proporcioné ningun aumento (no significativo estadisticamente)
(Figura 19). El valor de p para Synsurf / Arecolina fue p = 3,75 E™**; para Curosurf® / Arecolina fue p = 1,7 E™*; para
Survanta® / Arecolina fue p = 0,1183; y para Synsurf / Curosurf® fue p = 0,4745. El valor de n para Synsurf fue 31;

para Curosurf® fue 17; para Survanta® fue 16; y para Arecolina fue 33.

Synsurf aumento la tasa de flujo de estradiol a través del tejido de arteria pulmonar porcina (Figura 20). El valor de p
para Synsurf / estradiol fue p = 8,15 E®, y el valor de n para Synsurf fue 14, y para estradiol fue 10.

El Synsurf diluido (concentracion %2) y sin diluir aumento las tasas de flujo de vasopresina a través del tejido
pulmonar porcino (Figura 212. El valor de p para Synsurf [1] / vasopresina fue p = 2,4 E2 y para Synsurf [0,5] /
vasopresina fue p = 2,44 E"*°. El valor de n para Synsurf [0,5] fue 15; para Synsurf [1] fue 18; y para vasopresina fue
26.

El Synsurf diluido (concentracién %2 y ¥4) aumento las tasas de flujo de dexametasona a través del tejido pulmonar
porcino, mientras el Synsurf sin diluir retrasé el flujo a través del tejido pulmonar (Figura 22). El valor de p para
Synsurf [0,25] / dexametasona fue p = 2,02 E para Synsurf [0,5] / dexametasona fue p = 0,00014. El valor de n
para Synsurf [0,25] fue 20; para Synsurf [0,5] fue 18; para dexametasona fue 22; y para Synsurf [1] fue 21.

Synsurf aumento la tasa de flujo de hidrocortisona de manera estadisticamente significativa a través del tejido
pulmonar porcino (Figura 23). El valor de p para Synsurf / Hidrocortisona fue p = 4,37 E, y el valor de n para
Synsurf fue 24; y para Hidrocortisona fue 26.

La comparacion de las curvas completas no mostré un aumento estadistico del péptido portador MDY-19 con
Synsurf (Figura 24). El valor de p para Synsurf + MDY-19 fue p = 0,1652; y el valor de n para MDY-19 fue 38; para
MEA-5 fue 16; y para MDY-19 + Synsurf fue 20.

Discusién

En estos estudios, los solicitantes descubrieron que el tensioactivo pulmonar basado en DPPC sintético Synsurf
aumento la permeabilidad de compuestos quimicos / péptidos / farmacos de diferentes pesos moleculares (141 -
2911,4 Da) a través del tejido pulmonar, bucal, arterial y vaginal. Aunque su relevancia clinica como potenciador de
la permeabilidad todavia se tiene que investigar adicionalmente, el potencial de Synsurf mostrado en los resultados
anteriores podria producir varias formulaciones de administracion nuevas para una amplia diversidad de agentes
farmacéuticos.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende:
un vehiculo lipidico; y un complejo peptidico de
poli-L-lisina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma; y

poli-acido L-glutamico o poli-acido L-aspartico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que el
complejo peptidico tiene una regién de carga neutralizada y una region cargada positivamente.

2. Una composicion segun la reivindicacion 1, en la que la sal de poli-L-lisina es poli-L lisina.HBr.

3. Una composicién segun la reivindicacion 2, en la que la poli-L-lisina.HBr es de férmula (I) y n oscila de 100 a
135, preferiblemente de 103 a 135, y mas preferiblemente de 103 a 119

* HBr

— —n
Formula (1).

4.  Una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la sal de poli-acido L-glutamico es la
sal sddica de poli-acido L-glutamico.

5.  Una composicion segun la reivindicacion 4, en la que la sal sodica de poli-acido L-glutamico es de férmula (1l) y
x es al menos 50, preferiblemente al menos 68, y mas preferiblemente al menos 86

0

e
| %
(THz)z
cor
53
Na.
Férmula (11).

6. Una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la cadena de poli-L-lisina es mas
larga que la cadena de poli-acido L-glutdmico o poli-acido L-aspartico en al menos 17 residuos, preferiblemente en al
menos 50 residuos y mas preferiblemente en al menos 85 residuos.

7. Una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende:
dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC);
fosfatidilglicerol (PG);
hexadecanaol;
tiloxapol;
poli-L-lisina.HBr;
sal sddica de poli-acido L-glutamico;
cloruro sédico; y

un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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8. Una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para el uso en la prevencion o el tratamiento
de una afeccion relacionada con una disfuncién o deficiencia del tensioactivo pulmonar seleccionada de la
enfermedad de la membrana hialina (EMH), sindrome de dificultad respiratoria (SDR), intoxicacion por
hidrocarburos, casi-ahogamiento, enfermedades pulmonares relacionadas con el VIH/SIDA, sindrome de dificultad
respiratoria del adulto (SDRA) o lesién pulmonar aguda (LPA), asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), tuberculosis (TB) o sindrome respiratorio agudo grave (SRAG).

9. Una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademas un compuesto 0
composicion farmacéutica para el uso en la prevencién, el tratamiento o la mejora de una enfermedad o afeccion
médica.

10. El uso de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en la fabricacion de un medicamento
para prevenir o tratar una afeccion relacionada con una disfuncion o deficiencia del tensioactivo pulmonar
seleccionada de la enfermedad de la membrana hialina (EMH), sindrome de dificultad respiratoria (SDR),
intoxicacion por hidrocarburos, casi-ahogamiento, enfermedades pulmonares relacionadas con el VIH/SIDA,
sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA) o lesién pulmonar aguda (LPA), asma, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), tuberculosis (TB) o sindrome respiratorio agudo grave (SRAG).

11. Una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que es para el uso en un método para
incrementar la permeabilidad de un compuesto o composicién farmacéutica a través de una membrana de un sujeto.

12. Una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que es para el uso como vehiculo para un
compuesto o composicién farmacéutica.

13. Una composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en la que el compuesto o composicién
farmacéutica es un agente antineoplasico, antiinflamatorio, agente inmunosupresor, agente antidiurético, péptido
portador, péptido microbicida, inhibidor de ACTH, analogo de cortisol o agente para terapia de sustitucion de
hormonas.

14. Una composicién segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que es adecuada para la administracion a un
sujeto mediante inhalacién, intubacién o administracion pulmonar directa.

15. Un método para la preparacién de una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, y el
método comprende las etapas de:

mezclar dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), hexadecanal, y fosfatidilglicerol (PG) en un disolvente organico;
eliminar el disolvente organico y obtener una pelicula de fosfolipidos;

mezclar, en una disolucién acuosa, poli-L-lisina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma y poli-
acido L-glutamico o poli-acido L-aspartico, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, y obtener un
complejo peptidico;

afiadir el complejo peptidico a la pelicula de fosfolipidos;
agitar la mezcla; y

afadir tiloxapol.
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