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DESCRIPCION
Tensioactivos pulmonares reconstituidos

La presente invencidén se relaciona con tensioactivos pulmonares sintéticos para el tratamiento o profilaxis del
sindrome de dificultad respiratoria (RDS) en bebés prematuros y otros trastornos respiratorios.

En particular, la invencion se relaciona con un tensioactivo reconstituido que comprende una combinacién de analogos
particulares de la proteina tensioactiva nativa SP-C con analogos de la proteina tensioactiva nativa SP-B y una mezcla
de fosfolipidos.

Antecedentes de la invencion

El pulmoén humano esta compuesto por un gran nimero de pequefios sacos de aire, llamados alvéolos, en los que se
intercambian gases entre la sangre y los espacios aéreos de los pulmones. En individuos sanos, este intercambio esta
mediado por la presencia de un complejo tensioactivo que contiene proteinas que impide que los pulmones se
colapsen al final de la expiracion.

El complejo tensioactivo pulmonar se compone principalmente de lipidos y contiene cantidades menores de varias
proteinas. La ausencia de niveles adecuados de este complejo produce un mal funcionamiento del pulmoén. Este
sindrome se llama Sindrome de Dificultad Respiratoria (RDS) y afecta cominmente a los bebés prematuros.

Dicho sindrome se trata efectivamente con preparaciones tensioactivas naturales modificadas extraidas de pulmones
de animales.

Las preparaciones de tensioactivos modificados, disponibles comercialmente son, por ejemplo, poractante alfa
(Curosurf™), derivado de pulmén porcino, calfactante (Infasurf™), extraido de lavado de pulmén de becerro y
beractante (Survanta™), un extracto de pulmén bovino natural quimicamente modificado.

Los constituyentes principales de estas preparaciones tensioactivas son fosfolipidos, tales como 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DPPC), (PG) y las proteinas tensioactivas hidréfobas B y C (SP-B y SP-C).

Debido a los inconvenientes de las preparaciones de tensioactivos a partir de tejidos animales, tales como la
complicacion de los procesos de produccion y esterilizacion y la posible induccion de reacciones inmunes, se han
desarrollado tensioactivos sintéticos que intentan mimetizar la composicion de los tensioactivos naturales modificados.

Sin embargo, de acuerdo con la bibliografia disponible, ninguno de los tensioactivos sintéticos desarrollados hasta
ahora ha mostrado la misma eficacia que la de los tensioactivos extraidos de animales.

Una posible explicacion es que los tensioactivos reconstituidos disponibles desarrollados hasta ahora no reproducen
el perfil proteinico completo de los tensioactivos naturales modificados ya que los primeros comprenden sélo un
componente proteinico (péptido).

Por estas razones, los tensioactivos reconstituidos que comprenden ambos analogos de las proteinas tensioactivas
nativas SP-B y SP-C se han propuesto en la técnica, por ejemplo en los documentos WO 2008/044109, WO
2008/011559 y WO 2010/139442.

A pesar de ello, todavia existe escepticismo con respecto a la posibilidad de que los tensioactivos reconstituidos
puedan lograr la misma eficacia en términos de conformidad pulmonar de los tensioactivos extraidos de animales, en
particular en términos de volimenes de gas pulmonar y grado de permeabilidad alveolar al final de la espiracion.

En este respecto, el solicitante ha encontrado que, ademas del perfil proteinico, también la composicién de fosfolipidos
es muy importante para estabilizar los alvéolos al final de la espiracion.

En particular, el solicitante encontré que los tensioactivos reconstituidos que comprenden analogos representativos
de las proteinas B y C divulgadas en el documento WO 2008/044109 y la fraccion de fosfolipidos extraida del
poractante alfa, rico en fosfolipidos insaturados, dan resultados que se pueden sobreponer a los del poractante alfa
con respecto a los volumenes totales de respiracion y volumenes de gas pulmonar.

Por lo tanto, seria altamente ventajoso proporcionar tensioactivos reconstituidos que comprenden mezclas de
fosfolipidos capaces de ayudar a mejorar las propiedades en términos de conformidad pulmonar.

En el documento WO 2004/105726 se ha divulgado el uso de una mezcla de lipidos que comprende fosfolipidos
poliinsaturados con el objetivo de reducir la viscosidad de tensioactivos sintéticos.

Se ha encontrado ahora, y es el objeto de la presente invencion, que la fraccion derivada de manera natural
enriquecida en fosfolipidos insaturados se puede combinar ventajosamente con analogos particulares de la proteina
nativa SP-C, y con analogos particulares de la proteina nativa SP-B con el fin de proporcionar una preparacion de
tensioactivos reconstituida con propiedades, en términos de volimenes totales de respiracion y volimenes de gas
pulmonar, no inferiores a los de tensioactivos naturales modificados tales como poractante alfa.
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Resumen de la invencion

La presente invencion se dirige a un tensioactivo reconstituido que comprende un portador lipidico, y una combinacion
de un analogo polipéptido particular de la proteina tensioactiva nativa SP-C con un analogo polipéptido particular de
la proteina tensioactiva nativa SP-B.

En particular, la invencioén se dirige a un tensioactivo reconstituido que comprende:

una mezcla de fosfolipidos;

un polipéptido analogo de la proteina tensioactiva nativa SP-B; y

un polipéptido analogo de la proteina tensioactiva nativa SP-C representada por la formula general:
IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLO,G,L, (1)

en en la que:

Q es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en M 0 M oxidado sobre el atomo de azufre, I, L y nL;
pes0o01

comprendiendo dicha mezcla de fosfolipidos:
i) una cantidad de 50% en peso de DPPC;
ii) una cantidad de 10% en peso de POPG; y

iii) una cantidad de 40% en peso de una fraccion de fosfolipidos insaturados derivada de manera natural constituida
esencialmente por:

desde 30 a 50% de POPC, desde 10 a 20% de PLPC, desde 4 a 10% de P(:1)OPC, desde 5 a 8% de SLPC, desde 5
a 8% de DOPC, desde 1 a 3% de SAPC, desde 5 a 15% de SOPC, desde 1 a 2% de PAPC, desde 1 a 3% de PDPC,
desde 0 a 3,5% de SOPE, desde 0 a 8% de SAPE, desde 0 a 4% de SLPE, desde 0 a 2,5% de PLPE, desde 0 a 3,5%
de POPE; desde 0 a 2,0% de LAPE, desde 0 a 2% de LLPE, desde 0 a 10% de PSM,;

siendo calculadas todas las cantidades i), i) y iii) sobre el peso total de la mezcla de fosfolipidos;

en el que el analogo de polipéptido de la proteina tensioactiva nativa SP-B esta representado por la formula general

(I

(FPOPLPY);{CALCRALIKRIQAQIPKGGRQLPQLVCRLVL®CS (II)

en la que:

0 es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en L, | y C, preferiblemente C; y
A es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en W, | y L, preferiblemente W;

Q es un residuo de aminoacido seleccionado independientemente del grupo que consiste en M, I, L y nL,
preferiblemente L;

® es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ry T, preferiblemente R; y

f es un numero entero que tiene un valor de 0 o 1;

o el analogo polipéptido de la proteina tensioactiva nativa SP-B esta representado por la formula general (l11)
XALCRALIKRFNRYLTPQLVCRLVLR®Z, (Ill)

en el que

X es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en C, A y G, preferiblemente C;

A es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en W, L, nL e I, preferiblemente W o L;
@ es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en C, Ay G, preferiblemente C;

> es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consisteen S, Gy A; y

qes0o01.
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La presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden el tensioactivo
reconstituido reivindicado solo o en combinacién con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables.

La presente invencion también proporciona el uso del tensioactivo reconstituido reivindicado como un medicamento.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso del tensioactivo reconstituido reivindicado para la profilaxis
y/o tratamiento del sindrome de dificultad respiratoria (RDS) y otros trastornos respiratorios.

Ademas, la invencién proporciona el uso del tensioactivo reconstituido reivindicado para la fabricacion de un
medicamento para la profilaxis y/o el tratamiento del sindrome de dificultad respiratoria (RDS) y otros trastornos
respiratorios.

La invencion se dirige también a un kit que comprende: a) el tensioactivo reconstituido de la invenciéon en forma de
polvo en una primera forma de dosificacion unitaria; b) un portador farmacéuticamente aceptable en una segunda
forma de dosificacion unitaria; y c) medios de recipiente para contener dichas primera y segunda formas de
dosificacion.

Figuras

La figura 1 muestra los resultados en términos de volumenes totales de respiracion (ml/kg) en funcion del
tiempo/presion de un tensioactivo reconstituido hecho de ox Mini-B(Leu) al 2%+ SP-C33(Leu) al 2%+ DPPC al
50%+POPG al 10%+higado-PC al 40% versus Curosurf™ y controles.

La figura 2 muestra los resultados en términos de volimenes de gas pulmonar (ml/kg) de un tensioactivo reconstituido
hecho de ox Mini-B(Leu) al 2%+ SP-C33(Leu) al 2%+ DPPC al 50%+POPG al 10%+higado-PC al 40% versus
Curosurf™ y controles.

La figura 3 muestra los resultados en términos de volumenes totales de respiracion (ml/kg) en funcion del
tiempo/presion de un tensioactivo reconstituido hecho de ox Mini-B(Leu) al 2%+ SP-C33(Leu) al 2%+ DPPC al
50%+POPG al 10%+yema de huevo no purificada-PC al 40% versus Curosurf™ y controles.

La figura 4 muestra los resultados en términos de volimenes de gas pulmonar (ml/kg) de un tensioactivo reconstituido
hecho de ox Mini-B(Leu) al 2%+ SP-C33(Leu) al 2%+ DPPC al 50%+POPG al 10%+yema de huevo no purificada-PC
al 40% versus Curosurf™ y controles.

La figura 5 muestra los resultados en términos de volumenes totales de respiracion (ml/kg) en funcion del
tiempo/presion de un tensioactivo reconstituido hecho de ox Mini-B(Leu) al 2%+ SP-C33(Leu) al 2%+ DPPC al
50%+POPG al 10%+yema de huevo pura-PC al 40% versus Curosurf™ y controles.

La figura 6 muestra los resultados en términos de volimenes de gas pulmonar (ml/kg) de un tensioactivo reconstituido
hecho de ox Mini-B(Leu) al 2%+ SP-C33(Leu) al 2%+ DPPC al 50%+POPG al 10%+yema de huevo pura-PC al 40%
versus Curosurf™ y controles.

La figura 7 muestra los resultados en términos de volumenes totales de respiracion (ml/kg) en funcion del
tiempo/presion de un tensioactivo reconstituido hecho de ox Mini-B27al 2%+ SP-C33(Leu) al 2%+ DPPC al
50%+POPG al 10%+yema de huevo pura-PC al 40% versus Curosurf™ y controles.

La figura 8 muestra los resultados en términos de volumenes de gas pulmonar (ml/kg) de un tensioactivo reconstituido
hecho dde ox Mini-B27al 2%+ SP-C33(Leu) al 2%+ DPPC al 50%+POPG al 10%+yema de huevo pura-PC al 40%
versus Curosurf™ y controles.

La figura 9 muestra los resultados en términos de volumenes totales de respiracion (ml/kg) en el experimento llevado
a cabo a un volumen total de respiracion constante de tensioactivos reconstituidos de ox Mini-B(Leu) o ox Mini-B27al
2%+ SP-C33(Leu) al 2%+ DPPC al 50%+POPG al 10%+yema de huevo pura-PC al 40% versus Curosurf™ vy
controles.

La figura 10 muestra los resultados en términos de volumenes de gas pulmonar (ml/kg) en el experimento llevado a
cabo a un volumen total de respiraciéon constante de tensioactivos reconstituidos de ox Mini-B(Leu) o ox Mini-B27al
2%+ SP-C33(Leu) al 2%+ DPPC al 50%+POPG al 10%+yema de huevo pura-PC al 40% versus Curosurf™ vy
controles.

Definiciones

En la presente invencion, el término "tensioactivo reconstituido” significa un portador lipidico al que se han afadido
analogos polipeptidicos de las proteinas tensioactivas, hechas por cualquier medio incluyendo tecnologia
recombinante o métodos sintéticos.

El término "analogos polipeptidicos de la proteina tensioactiva nativa SP-C", incluye polipéptidos que tienen una
secuencia de aminoacidos en la que, en comparacion con las proteinas nativas, faltan uno o mas aminoacidos o han
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sido sustituidos por otros aminoacidos tan largos como los polipéptidos, en una mezcla con un portador lipidico, tal
como por ejemplo una mezcla de fosfolipidos, muestran actividad de tensioactivo pulmonar.

El término "analogos polipéptidos de la proteina tensioactiva nativa SP-B", incluye péptidos que tienen una secuencia
de aminoacidos en la que, en comparacién con las proteinas nativas, faltan uno o mas aminoacidos o han sido
sustituidos por otros aminoacidos tan largos como los polipéptidos, en una mezcla con un portador lipidico tal como
por ejemplo una mezcla de fosfolipidos, muestran actividad de tensioactivo pulmonar.

El término "mini-B" significa un polipéptido de 34 residuos con base en los residuos N-terminales 8-25 y los residuos
C-terminales 63-78 de la proteina nativa SP-B cuya estructura se divulgd genéricamente primero en una presentacion
tomada de la pagina de internet del Instituto NanoSystems de California. Su secuencia completa se ha divulgado
posteriormente en el Banco de Datos de Proteinas RCSB.

En Waring AJ et al., J Peptide Res 2005, 66, 364-374, se reportd mas informacion sobre su estructura y actividad.

El término "variantes" significa polipéptidos analogos del péptido Mini-B que tienen una secuencia de aminoacidos en
la que uno o mas aminoacidos han sido sustituidos por otros aminoacidos, siempre y cuando los péptidos, en una
mezcla con un portador lipidico, retengan la actividad de Mini-B.

Todos los residuos de aminoacidos identificados aqui estan en la configuracion L natural y las secuencias identificadas
aqui se reportan de acuerdo con las abreviaturas estandar para los residuos de aminoacidos como se muestra en la
siguiente Tabla 1.

Tabla 1 de aminoacidos

AMINOACIDO SiMBOLO

Una letra |Tres letras

Glicina G Gly
L-prolina P Pr
L-isoleucina I lle
L-leucina L Leu
L-tirosina Y Tyr
L-cisteina C Cys
L-triptéfano w Trp
L-alanina A Ala
L-lisina K Lys
L-arginina R Arg
L-glutamina Q Gin
L-metionina M Met
L-serina S Ser
L-valina \% Val
L-asparragina N Asn
L-acido aspartico |D Asp
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AMINOACIDO SiMBOLO

Una letra |Tres letras

L-acido glutamico |E Glu
L-histidina H His
L-treonina T Thr
L-fenilalanina F Phe
L-nor-leucina nL nLeu

Tal como se utiliza en el texto, el término "fosfolipidos" se refiere a una clase de lipidos constituida por glicerol, un
grupo fosfato, una unidad estructural zwitteriénica o neutra como la parte caracterizante; una excepcion a esta regla
es la esfingomielina, que se deriva de la esfingosina en lugar del glicerol. La fraccion de glicerol o el residuo de
esfingosina puede esterificarse con acidos grasos de cadena larga (C14-C22) que a su vez pueden ser saturados (por
ejemplo, acido miristico, palmitico y estearico), monoinsaturados (por ejemplo, acido oleico) o poliinsaturados (por
ejemplo acido linoleico y araquidénico).

Las clases de fosfolipidos y las especies citadas en la presente invencion se enumeran en la siguiente Tabla 2 junto
con las abreviaturas usadas.

Tabla 2 de fosfolipidos

o fosfolipidos: PLs;

e fosfatidilcolina: PC;

e fosfatidiletanolamina: PE;

o fosfatidilglicerol: PG;

o fosfatidilinositol: PI;

o fosfatidilserina: PS;

e esfingomielina: SM;

e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina, generalmente conocido como dipalmitoil-fosfatidilcolina: DPPC;

e 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina generalmente conocido como palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina: POPC;

e 1-palmitoil-2-linoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, generalmente conocido como palmitoil-linoleoil-fosfatidilcolina:
PLPC;

e 1-palmitoleoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, generalmente conocido como palmitoleoil-oleoil-fosfatidilcolina:
P(:1)OPC

e 1-estearoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina generalmente conocido como estearoil-oleoil-fosfatidilcolina: SOPC;

e 1-estearoil-2-linoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, generalmente conocido como estearoil-linoleoil-fosfatidilcolina:
SLPC;

e 1-estearoil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina, generalmente conocido como estearoil-araquidonoil-
fosfocolina: SAPC;

e 1-palmitoil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina,  generalmente conocido como  palmitoil-araquidonoil-
fosfocolina: PAPC;

e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, generalmente conocido como dioleoil-fosfatidilcolina: DOPC;
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e 1-palmitoil-2-docosahexaenoil-sn-glicero-3-fosfocolina generalmente conocido como palmitoil-docosahexaenoil-
fosfatidilcolina: PDPC;

e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, generalmente conocido como dipalmitoil-fosfatidiletanolamina:
DPPE;

e 1-palmitoil-2-linoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, generalmente conocido como palmitoil-linoleoil
fosfatidiletanolamina: PLPE;

e 1-estearoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, generalmente conocido como estearoil-oleoil
fosfatidiletanolamina: SOPE;

e 1-estearoil-2-linoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, generalmente conocido como estearoil-linoleoil
fosfatidiletanolamina: SLPE;

e 1-estearoil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, generalmente conocido como estearoil-araquidonoil-
fosfatidiletanolamina: SAPE;

e 1-linoleoil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, generalmente conocido como linoleoil-araquidonoil-
fosfatidiletanolamina: LAPE;

e 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, generalmente conocido como dilinoleoil-fosfatidiletanolamina: DLPE;

1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, generalmente conocido como dioleoil-fosfatidiletanolamina: DOPE;

e 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol, generalmente conocido como palmitoil-oleoil-fosfatidilglicerol: POPG;
e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol generalmente conocido como dioleoil-fosfatidilglicerol: DOPG;

e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina, generalmente conocido como dipalmitoil- fosfatidilserina: DPPS;

e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol, generalmente conocido como dipalmitoil-fosfatidilglicerol: DPPG;

e N-palmitoil-D-esfingosilfosforilcolina: PSM

La expresion "que consiste esencialmente en" significa que la fraccion naturalmente derivada de fosfolipidos
insaturados puede comprender otros componentes, cada uno de ellos en una cantidad muy baja (inferior al 0,1% p/p)
y que no afecta sustancialmente a la actividad y las propiedades de dicha fraccion.

La "actividad de tensioactivo" para una preparacion de tensioactivo se define como la capacidad para disminuir la
tensién superficial.

La eficacia in vitro de las preparaciones tensioactivas exdgenas se prueba cominmente midiendo su capacidad de
disminuir la tension superficial usando un aparato adecuado tal como una Balanza de Wilhelmy y un Surfactometro de
Burbuja Cautiva.

La eficacia in vivo de las preparaciones tensioactivas exdgenas se prueba comunmente midiendo los siguientes
parametros:

i) el volumen total de respiracion que es un indice de conformidad pulmonar;

ii) el volumen de gas pulmonar que es un indice de la expansion del aire alveolar o permeabilidad al final de la
espiracion vy, por tanto, de la capacidad de formar una pelicula de fosfolipido estable en los alvéolos al final de la
espiracion;

iii) la densidad de volumen alveolar es el porcentaje del volumen total de los alvéolos en el pulmén. El porcentaje se
calcula tomando el volumen total de los alvéolos, dividido por el volumen pulmonar total (alvéolos + tejido, excluyendo
por ejemplo bronquiolos, vasos) de acuerdo con el método divulgado en el parrafo 2.2.2 de Berggren P et al Respiration
Physiology, 1999, 115, 45-33. El valor es similar al volumen de gas pulmonar que se mide para todo el pulmoén,
mientras que la densidad volumétrica alveolar se mide a partir de secciones histolédgicas.

"Cantidad terapéuticamente eficaz" tal como se utiliza aqui se refiere a una cantidad de tensioactivo reconstituido
capaz de prevenir, evitar, reducir o eliminar la enfermedad respiratoria o los trastornos asociados con la falta o
disfuncion del tensioactivo enddgeno.
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La expresion "recombinante” cuando se usa con referencia, por ejemplo, a una célula, o acido nucleico, proteina o
vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector, ha sido modificado por la introduccién de un acido
nucleico o proteina heterdloga o alteracion de un acido nucleico nativo o proteina.

Tal como se utiliza aqui, el término "aproximadamente" aplicado a un valor puntual, indica una variabilidad de + 5%.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion esta dirigida a un tensioactivo reconstituido que comprende un polipéptido analogo de la
proteina tensioactiva nativa SP-C de férmula (1), un analogo polipéptido de la proteina tensioactiva nativa SP-B de
férmula (1) o (lll) y una mezcla fosfolipida que comprende una fraccion derivada de manera natural enriquecida en
fosfolipidos insaturados.

Se ha encontrado efectivamente que dicha preparacion de tensioactivos reconstituida tiene propiedades en términos
de volumenes totales de respiracion y volumenes de gas pulmonar no inferiores a los de tensioactivos naturales
modificados tales como poractante alfa.

En particular, se encontré que, ademas de los componentes proteinicos, la composicién de fosfolipidos también es
muy importante para estabilizar los alvéolos al final de la espiracién en animales ventilados sin presion positiva al final
de la espiracion (PEEP).

Ademas, se encontré que, utilizando la mezcla de fosfolipidos reivindicada, es posible proporcionar composiciones
con baja viscosidad incluso si se usan analogos de SP-B de férmula (lll), que son mas cortos que los analogos de
férmula (1), pero dan lugar a preparaciones viscosas cuando se mezclan con una mezcla de fosfolipidos simples de
DPPC y POPG.

Ventajosamente, el analogo de polipéptido de la proteina SP-C esta representado por la formula general (1)
IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLQGpLp (1)
en la que:

Q es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en M o M oxidado sobre el atomo de azufre, I, L y nL,
preferiblemente L

pesOo1

Ejemplos de polipéptidos de formula (1) se reportan a continuacion:
IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLMGL (la)
IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLIGL (lb)
IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLLGL (Ic)
IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLNLGL (Id)
IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALL (le)
IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLL (If)

El polipéptido (Ia) se ha referido también en la técnica anterior como SP-C33.

En una realizacion preferida de la invencion, el polipéptido de férmula general (1) es el polipéptido (Ic), referido en la
técnica como SP-C33(Leu).

En una realizacion de la invencion, el analogo de la proteina nativa SP-B es un polipéptido representado por la
siguiente formula general (I1):

(FPOPLPY);{CALCRALIKRIQAQIPKGGRQLPQLVCRLVL®CS (II)

en la que:

0 es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en L, | y C, preferiblemente C; y
A es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en W, | y L, preferiblemente W;

Q es un residuo de aminoacido seleccionado independientemente del grupo que consiste en M, I, L y nL,
preferiblemente L;

® es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ry T, preferiblemente R; y
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fesOo1.

Los polipéptidos de acuerdo con la férmula general (1) en la que f es 0 se reportan a continuacion:
CWLCRALIKRIQAMIPKGGRMLPQLVCRLVLRCS (lla)
CLLCRALIKRIQAMIPKGGRMLPQLVCRLVLRCS (lib)
CWLCRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVCRLVLRCS (lic)
CLLCRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVCRLVLRCS (lid)

Preferiblemente, los polipéptidos (lla), (lIb), (lic) e (Ild) pueden estar en forma de molécula unida a disulfuro en la que
el enlace disulfuro intramolecular esta entre los dos residuos C en las posiciones 1y 33 y/o entre los dos residuos C
en las posiciones 4 y 27.

El polipéptido unido a disulfuro (lla) ha sido referido en la técnica como Mini-B y su forma unida a disulfuro como Mini-
B oxidado (ox Mini-B); ver Waring AJ et al., J Peptide Res 2005, 66, 364-374.

El polipéptido (lic), que es particularmente preferido, ha sido referido en WO 2008/044109 como Mini-B(Leu) y su
forma unida a disulfuro como ox Mini-B(Leu).

Los polipéptidos de acuerdo con la férmula general (ll) en la que f es 1 se reportan a continuacion:
FPCPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGGRMLPQLVCRLVLRCS (lle)
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGGRMLPQLVCRLVLRCS (lIf)
FPCPLPYCWLCRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVCRLVLRCS (llg)
FPIPLPYCWLCRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVCRLVLRCS (llh)

Preferiblemente, dichos polipéptidos pueden estar en la forma de molécula ciclica en la que la unién esta entre los
residuos C en las posiciones 8 y 40 y/o entre los residuos C en las posiciones 11y 34.

En ofra realizacién de la invencion, el analogo de la proteina nativa SP-B es un polipéptido representado por la
siguiente formula general (lll):

XALQRALIKRFNRYLTPQLVQRLVLR®Y , ()
en el que
X es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en C, Ay G, L, e |, preferiblemente C;

A es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en W, L, nL (norLeucina) e |, preferiblemente W
olL;

@ es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en C, Ay G, L, e |, preferiblemente C;
> es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en S, Gy A;

Q es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en C, L e |, preferiblemente C

y

qes0o01.

De manera ventajosa, dichos polipéptidos pueden estar en forma de molécula ciclica en donde la unién esta entre los
residuos C en las posiciones 1y 27 y/o entre los residuos C en las posiciones 4 y 21.

Los polipéptidos abarcados por la férmula general (l11) son, por ejemplo, reportados a continuacion:
CLLCRALIKRFNRYLTPQLVCRLVLRC (llla)

CWLCRALIKRFNRYLTPQLVCRLVLRC (llIb)

ALLCRALIKRFNRYLTPQLVCRLVLRAA (llic)

GLLCRALIKRFNRYLTPQLVCRLVLRGG (llid)

El polipéptido preferido es el de formula (lllb) en su forma unida a disulfuro denominada de aqui en adelante ox Mini-
B27.
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Los polipéptidos de formulas generales (1), (Il) y (Ill) pueden prepararse de acuerdo con métodos sintéticos o técnicas
recombinantes bien conocidas por la persona experimentada en la técnica.

Un excelente resumen de las muchas técnicas disponibles puede encontrarse en J.M. Steward y J.D. Young, "Solid
Phase Peptide Synthesis", W.H. Freeman Co., San Francisco, 1969, y J. Meienhofer, “Hormonal Proteins and
Peptides”, Vol. 2, p. 46, Academic Press (New York), 1983 para la sintesis de péptidos en fase solida y E. Schroder y
K. Kubke, "The Peptides", Vol. 1, Academic Press (New York), 1965 para la sintesis de soluciones clasicas. Los
polipéptidos de la invencion también se pueden preparar usando la técnica sintética en fase sélida inicialmente descrita
por Merrifield, en J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2154(1963). Otras técnicas de sintesis de polipéptidos pueden
encontrarse, por ejemplo, en M. Bodanszky et al., Peptide Synthesis, John Wiley & Sons, 2d Ed., (1976), asi como en
otros trabajos de referencia conocidos por las personas experimentadas en la técnica.

Los grupos protectores apropiados para uso en tales sintesis se encontraran en los textos anteriores asi como en
J.F.W. McOmie, Protective Groups in Organic Chemistry, Plenum Press, New York, NY (1973).

Por ejemplo, los polipéptidos de formula general (I) se pueden preparar de acuerdo con el método divulgado en el
documento WO 00/47623.

Los polipéptidos de férmula general (Il) en los que f es 0 pueden prepararse de acuerdo con los métodos descritos en
Waring AJ et al., J Peptide Res 2005, 66, 364-374 o en el documento WO 2008/044109, mientras que los polipéptidos
de formula general (ll) en los que f es 1 se pueden preparar de acuerdo con la ensefianza del documento WO
2008/011559.

Los polipéptidos de formula general (l1l) se pueden preparar de acuerdo con los métodos descritos en el documento
WO 2009/018908.

La invencion incluye también las sales farmacéuticamente aceptables de los polipéptidos de formulas generales (1),
(I y (lll) y sus derivados N- y/o C- terminales bloqueados, por ejemplo, por acetilacion y amidacion.

Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, sales de acido clorhidrico, acido acético y acido
trifluoroacético.

El fosfolipido POPG puede estar ventajosamente presente en forma de sales farmacéuticamente aceptables, por
ejemplo como sal sddica (POPG Na).

Preferiblemente, los polipéptidos de formula general (1) y los polipéptidos de férmula general (1) o (Ill) estan presentes
en los tensioactivos reconstituidos de la invencion en una cantidad fija y proporcion cuantitativa como una combinacion
fija.

La proporcioén de los polipéptidos de formulas generales (1) y (Il) o (l1I) con respecto al tensioactivo reconstituido puede
variar. Ventajosamente, cada polipéptido puede estar presente en una cantidad comprendida entre 0,5y 10% en base
al peso del tensioactivo (p/p), preferiblemente entre 1 y 5%, mas preferiblemente entre 1 y 3%.

La mezcla de fosfolipidos consiste en i) una cantidad de 50% en peso de DPPC; ii) una cantidad de 10% en peso de
POPG,; vy iii) una cantidad de 40% en peso de una fraccion derivada de manera natural de fosfolipidos insaturados,
calculandose todas las cantidades i), ii) y iii) sobre el peso total de la mezcla de fosfolipidos.

A su vez, la fraccidon derivada de manera natural de fosfolipidos insaturados consiste esencialmente en desde 30 a
50% de POPC, desde 10 a 20% de PLPC, desde 4 a 10% de P(:1)OPC, desde 5 a 8% de SLPC, desde 5 a 8% de
DOPC, desde 1 a 3% de SAPC, desde 5 a 15% de SOPC, desde 1 a 2% de PAPC, desde 1 a 3% de PDPC, desde 0
a 3,5% de SOPE, desde 0 a 8% de SAPE, desde 0 a 4% de SLPE, desde 0 a 2,5% de PLPE, desde 0 a 3,5% de
POPE; desde 0 a 2,0% de LAPE, desde 0 a 2% de LLPE, desde 0 a 10% de PSM.

La suma de las cantidades relativas de los diferentes componentes que constituyen dicha fraccion debe ser del 100%.
Su cantidad absoluta sobre el peso total de la mezcla de fosfolipidos podria calcularse multiplicando cada valor por
0,4.

Una composicién tipica puede constituir la fraccién de fosfolipidos insaturados derivados de manera natural, de
aproximadamente 45% de POPC, aproximadamente 20% de PLPC, aproximadamente 6% de P(:1)OPC,
aproximadamente 6% de SLPC, aproximadamente 6% de DOPC, aproximadamente 3% de SAPC, aproximadamente
10% de SOPC, aproximadamente 2% de PAPC, aproximadamente 2% de PDPC, con base en el peso del extracto de
L-a-fosfatidilcolina.

Otra composicion tipica de dicha fraccién puede estar constituida por aproximadamente 35% de POPC,
aproximadamente 20% de PLPC, aproximadamente 5% de P(:1)OPC, aproximadamente 5% de SLPC,
aproximadamente 5% de DOPC, aproximadamente 1% de SAPC, aproximadamente 7% de SOPC, aproximadamente
1% de PAPC, aproximadamente 1% de PDPC, aproximadamente 2% de SOPE, aproximadamente 7% de SAPE,
aproximadamente 3% de SLPE, aproximadamente 2% de PLPE, aproximadamente 2% de POPE; aproximadamente
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2% de LAPE, aproximadamente 1% de LLPE, aproximadamente 1% de PSM con base en el peso del extracto de L-
a-fosfatidilcolina.

En una realizacién de la invencion, como fuente de fraccion derivada de manera natural de fosfolipidos insaturados,
se pueden usar L-a-fosfatidilcolinas derivadas de yema de huevo que tienen diferentes purezas (Sigma Aldrich Co, St.
Louis, MO, Estados Unidos).

Por ejemplo, puede utilizarse ventajosamente L-a-fosfatidilcolina derivada de yema de huevo que tiene una pureza de
mas del 99% p/p. Tiene esencialmente la siguiente composicion: desde 40 a 50% de POPC, desde 15 a 20% de PLPC,
desde 5 a 7% de P(:1)OPC, desde 6 a 7% de SLPC, desde 6 a 7% de DOPC, desde 2 a 3% de SAPC, desde 10 a
15% de SOPC, desde 1 a 2% de PAPC, desde 1 a 2% de PDPC, con base en el peso del extracto de L-o-
fosfatidilcolina.

Por otra parte, se puede utilizar L-a-fosfatidilcolina derivada de yema de huevo con una pureza de aproximadamente
40% p/p, que tiene la siguiente composicion: desde 30 a 40% de POPC, desde 13 a 18% de PLPC, desde 3 a 4%
P(:1)OPC, desde 5 a 6% de SLPC, desde 5 a 6% de DOPC, desde 1 a 2% de SAPC, desde 6 a 8% de SOPC, desde
1 a 2% de PAPC, desde 1 a 2% de PDPC, desde 3 a 3,5% de SOPE, desde 7 a 8% de SAPE, desde 3,5 a 4,5% de
SLPE, desde 2 a 2,5% de PLPE, desde 3 a 3,5% de POPE; desde 1,5 a 2,0% de LAPE, desde 1 a 2% de LLPE, desde
0,5 a 1% de PSM, con base en el peso del extracto de L-a-fosfatidilcolina.

Como fuente de la fraccion de fosfolipidos insaturados, también se podria utilizar la L-a-fosfatidilcolina derivada de
higado bovino con una pureza superior al 99% p/p. Alternativamente, dicha fraccion se puede aislar de otras fuentes,
tales como higado de conejo mediante cromatografia de acuerdo con métodos conocidos por la persona
experimentada.

Tedricamente, la fracciéon de fosfolipidos insaturados también puede ser preparada por la persona experimentada en
la técnica mezclando cada componente en una cantidad adecuada.

Las cantidades relativas de fosfolipido se pueden determinar de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo mediante LC-MS de acuerdo con el método reportado en Miroslav L et al J Chromatog A 2011, 1218, 5146-
5156.

En realizaciones particulares de la invencién, el tensioactivo reconstituido puede comprender otros componentes, por
ejemplo lipidos neutros tales como triacilgliceroles, acidos grasos libres, colesterol y/o fosfolipidos adicionales tales
como lisofosfatidilcolinas, lisofosfatidiletanolaminas, DPPS y DPPG y DOPE.

Ventajosamente, el tensioactivo reconstituido de acuerdo con la invencién comprende 90 a 99% en peso de la mezcla
de fosfolipidos, preferiblemente 92 a 98%, mas preferiblemente 94 a 96%, y 1 a 10% en peso de la suma de un péptido
de formula (1) y un péptido de férmula (1) o (Ill), preferiblemente de 2 a 8%, mas preferiblemente de 4 a 6%.

En una de las realizaciones de la invencion, el tensioactivo reconstituido comprende 96% en peso de la mezcla de
fosfolipidos, 2% en peso de un polipéptido de formula general (1) y 2% en peso de un polipéptido de férmula general

).

En ofra realizacion, el tensioactivo reconstituido comprende 96% en peso de la mezcla de fosfolipidos, 2% en peso de
un polipéptido de formula general (I) y 2% en peso de un polipéptido de férmula general (ll1).

Las dosis eficaces del tensioactivo reconstituido de la invencién para el tratamiento de una enfermedad tal como RDS,
como se describe aqui, varian dependiendo de muchos factores diferentes, incluyendo el tipo de la enfermedad, los
medios de administracion, el peso y el estado fisioldgico del paciente y si el tratamiento es profilactico o terapéutico.

En general, la dosis esta comprendida desde 0,01 mg a 10 g por kg de peso corporal, preferiblemente desde 0,1 a 1
g por kg de peso corporal y la frecuencia de administracion puede variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico
o terapéutico. Normalmente, se administra una dosis de aproximadamente 50 mg/kg, 100 mg/kg o 200 mg/kg en una
dosis. Para su uso en recién nacidos, generalmente son suficientes una o dos administraciones.

Aunque las necesidades pueden variar dependiendo de la gravedad de la enfermedad respiratoria y/u otras variables,
la determinacion de los intervalos éptimos para dosificaciones eficaces esta dentro del conocimiento de la persona
experimentada en la técnica.

La presente invencion también se refiere a formulaciones farmacéuticas que comprenden el tensioactivo reconstituido
de la invencion.

Dichas formulaciones se administran ventajosamente en forma de una solucion, dispersion, suspension o polvo seco.
Preferiblemente, dichas composiciones comprenden el tensioactivo reconstituido disuelto o suspendido en un solvente
fisioldgicamente tolerable adecuado o portador de resuspension, tal como agua o una solucidon acuosa salina
fisiolégica (NaCl al 0,9% p/v).
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Las formulaciones de la presente invencion estan preferiblemente en forma de suspension en una solucién acuosa,
mas preferiblemente estéril, que puede comprender opcionalmente agentes reguladores de pH, diluyentes y otros
aditivos adecuados.

Ventajosamente, la viscosidad de dichas formulaciones es inferior a 20 centiPoise (cP), preferiblemente inferior a 15
cP, después de la determinacion con un viscosimetro comun disponible en el mercado de acuerdo con métodos
conocidos en la técnica.

Las formulaciones pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o multidosis, por ejemplo ampollas selladas y
viales, o pueden almacenarse en una condicién congelada o liofilizada que requiere solamente la adicion de un
portador liquido estéril inmediatamente antes del uso.

Preferiblemente, el tensioactivo reconstituido de la invencion se suministra como suspension estéril en una solucion
regulada acuosa de salina fisioldgica en viales de vidrio de un solo uso.

Las formulaciones farmacéuticas pueden prepararse de acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas en la
industria farmacéutica. Tales técnicas incluyen la etapa de mezclar los polipéptidos y los fosfolipidos en presencia de
un disolvente organico. El disolvente se elimina luego por dialisis o evaporacion bajo nitrégeno y/o exposicion al vacio
o por otras técnicas apropiadas bien conocidas por la persona experimentada en la técnica, tales como liofilizacion y
secado por pulverizacion.

El polvo obtenido se pone entonces de manera uniforme e intima en asociacién con portadores liquidos o portadores
solidos finamente divididos o ambos.

La mezcla de polipéptidos y fosfolipidos puede esterilizarse antes de eliminar el disolvente por ejemplo por filtracion
estéril. En ciertas otras realizaciones, la composicion tensioactiva reconstituida se esteriliza terminalmente de acuerdo
con métodos bien conocidos en la técnica.

La administracion del tensioactivo reconstituido de la invencion se lleva a cabo de una manera conocida por la persona
experimentada en la técnica, por ejemplo, por medio de una instalacion intratraqueal (infusion o bolo o a través de un
catéter), por administracion por pulverizacion o nebulizacion.

Como se divulga aqui, la invencién contempla el uso tanto de formulaciones de tensioactivos concentradas como
diluidas, dependiendo del uso particular, como se describe adicionalmente aqui. Las composiciones tensioactivas
concentradas se usan tipicamente para administraciones de tipo "bolo", mientras que las composiciones de
tensioactivos diluidas se usan tipicamente para administraciones de tipo "lavado".

Ventajosamente, para la administracion de tipo "bolo", la concentracion de tensioactivo reconstituido en términos de
peso por ml de solucién o suspension (después de la adicion de un portador liquido) esta en el intervalo de 5 a 100
mg/ml, preferiblemente entre 20 y 80 mg/ml.

En una realizacién preferida de la invencion, cuando el tensioactivo reconstituido se administra por instilacion
intratraqueal como una suspension en solucién salina fisiolégica (cloruro de sodio al 0,9% p/v en agua), la
concentracion es de aproximadamente 80 mg/ml.

Cuando se usa para la administraciéon de lavado, una concentracion tipica de tensioactivo de desde aproximadamente
0,1 a 20 mg/ml, y de manera mas preferible aproximadamente 0,5 a 10 mg/ml (en términos de mg de tensioactivo por
ml de solucién o suspension).

Dado que depende de la concentracion, la viscosidad de las formulaciones diluidas seria aiin menor.

Cuando se utilizan como tratamiento farmacéutico, las formulaciones que comprenden el tensioactivo reconstituido de
la presente invencién pueden administrarse solos u opcionalmente en conjuncidon con otros compuestos o
composiciones que se usan en el tratamiento de enfermedades o trastornos respiratorios. Por ejemplo, si un sujeto
esta siendo tratado por un trastorno respiratorio causado por una infeccién bacteriana, entonces el tensioactivo
reconstituido de la presente invencidon puede administrarse conjuntamente con otro compuesto usado para tratar la
infeccion bacteriana, tal como un antibiético.

De lo contrario, en ciertos casos, por ejemplo para prevenir complicaciones tales como displasia broncopulmonar, el
tensioactivo reconstituido de la presente invencion puede administrarse junto con corticosteroides tales como
budesonida y dipropionato de beclometasona.

En ciertas realizaciones, el tensioactivo reconstituido de la invencion, y el portador de resuspensién pueden embalarse
por separado al mismo tiempo en un medio de recipiente adecuado. Dicho embalaje separado de los componentes en
un medio de recipiente adecuado también se describe como un kit.

Por lo tanto, esta invencion se dirige también a un kit, que comprende: a) el tensioactivo reconstituido de la invencion
en forma de polvo en una primera forma de dosificacién unitaria; b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable en una
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segunda forma de dosificacién unitaria; y c) medios de recipiente para contener dichas primera y segunda formas de
dosificacion.

Preferiblemente, el portador farmacéuticamente aceptable es una solucién acuosa salina fisiolégica, mas
preferiblemente estéril.

Tal como se divulga aqui, una variedad de métodos para administrar el tensioactivo reconstituido y formulaciones del
mismo de la presente invencion estan disponibles y son bien conocidos por una persona experimentada en la técnica.

Dependiendo del tipo de enfermedad, por ejemplo, un bebé o un adulto con sindrome de dificultad respiratoria, pueden
ser apropiados diferentes métodos de tratamiento.

Tipicamente, el tensioactivo se administra mediante instilacion endotraqueal a pacientes (por ejemplo, bebés
pretérmino) mantenidos bajo ventilacion con presion positiva continua o intermitente (IPPV).

Alternativamente, el tensioactivo puede ser administrado mediante el uso de un catéter delgado colocado en la traquea
y la respiracién del paciente soportada con dispositivos nasales especialmente disefiados tales como mascaras,
dientes o tubos de acuerdo con la metodologia conocida como presion nasal continua positiva de la via aérea (nCPAP).

Esta ultima metodologia solo seria posible con un tensioactivo que tuviera baja viscosidad, ya que una alta viscosidad
haria mas dificil el paso del tensioactivo a través del catéter delgado.

En casos en los que el paciente sufre de un sindrome respiratorio asociado con inflamaciéon pulmonar, infeccion
pulmonar o contusiéon pulmonar, pueden recomendarse modalidades de tratamiento particulares. En un método
terapéutico de este tipo, el lavado de los pulmones del paciente con una composicién tensioactiva de la presente
invencion se lleva a cabo como tratamiento Unico o multiples.

El tensioactivo reconstituido de la invencion es adecuado para prevenir, retrasar, aliviar, detener o inhibir el desarrollo
de los sintomas o afecciones asociadas con una enfermedad respiratoria.

En particular, es util para la profilaxis y/o el tratamiento del sindrome de dificultad respiratoria (SDR) en bebés nacidos
prematuros u otras enfermedades relacionadas con una deficiencia o disfuncion de tensioactivo, incluyendo lesion
pulmonar aguda (ALI), RDS en adultos (ARDS), sindrome de aspiracion de meconio (MAS) y displasia broncopulmonar
(BPD).

También puede ser Util para la profilaxis y/o tratamiento de otros trastornos respiratorios tales como enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (COPD), asma, infeccion respiratoria (por ejemplo, neumonia, pneumocystis carinii,
fibrosis quistica y virus respiratorio sincitial), asi como para el tratamiento de otitis media serosa (otitis media adhesiva).

El siguiente ejemplo ilustra la invencion con mas detalle.
Ejemplos

Ejemplo 1 — Preparacion de los tensioactivos reconstituidos

Se compraron los fosfolipidos 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-
fosfoglicerol (POPG), L-a-fosfatidilcolinas derivadas de yema de huevo con purezas superiores del 99% de una yema
de huevo (en adelante, PC de yema de huevo pura) y de aproximadamente 40% (en adelante PC de yema de huevo
no purificada). La fraccién de fosfatidilcolina derivada de higado de conejo (en adelante PC de higado) se aisl6 por
cromatografia sobre Lipidex-5000 como se informé en Curstedt T. Analysis of molecular species of ether analogues of
phosphatidylcholines from biological samples. Biochim Biophys Acta 1977; 489:79-88.

Los polipéptidos SP-C33(Leu) y ox-Mini-B(Leu) se prepararon como se divulga en el documento WO 2008/044109,
mientras que el polipéptido ox Mini-B27 se preparé como se divulga en el documento WO 2009/018908.

Preparacion de los tensioactivos reconstituidos

Los fosfolipidos, disueltos en cloroformo/metanol 98:2 (v/v), se mezclaron en las proporciones DPPC:POPG:PC de
yema de huevo (PC de higado) 50:10:40 en peso.

Se prepararon correspondientes preparaciones tensioactivas reconstituidas (tensioactivo A y B) afiadiendo cada
polipéptido en una cantidad de 2% en peso. Los tensioactivos obtenidos se evaporaron bajo nitrégeno y se volvieron
a suspender en una solucion acuosa de NaCl al 0,9% p/p a una concentracion de 80 mg/ml.

Ejemplo 2 Experimento in vivo con un tensioactivo reconstituido compuesto de ox Mini-B(Leu) al 2% + SP-C33(Leu)
al 2%+ DPPC al 50% + POPG al 10% + PL de higado al 40%
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Conejos recién nacidos inmaduros (edad gestacional de 27 dias) fueron tratados al nacer con 200 mg/kg de la
preparacion de tensioactivo reconstituido (80 mg/ml). Los animales que recibieron la misma dosis de poractante alfa
(Curosurf™) sirvieron como controles positivos y compafieros de camada no tratados como controles negativos. Los
conejos recién nacidos fueron ventilados en paralelo con una secuencia estandarizada de presiones de insuflacion
pico. Para abrir los pulmones, la presion se ajusto primero a 35 cmH,O durante 1 minuto. Después de esta maniobra
de reclutamiento, la presion se redujo a 25 cmH20 durante 15 minutos y posteriormente a 20 y 15 cmH;0. Finalmente,
se aumentd de nuevo la presiéon a 25 cmH,O durante 5 minutos, después de lo cual se ventilaron los pulmones durante
5 minutos adicionales con nitrégeno y luego se escindieron para las mediciones de volumen de gas. Los experimentos
se realizaron sin PEEP. Tanto los volimenes totales de respiracién como los volimenes de gas pulmonar se dan
como valores medianos.

Los pulmones se fijaron mediante inmersién en formalina 4% neutra, deshidratada e incrustada en parafina. Las
secciones transversales se tifieron con hematoxilina y eoxina. La densidad volumétrica alveolar se midié con un
analizador de imagenes asistido por ordenador utilizando el parénquima total como volumen de referencia.

Los resultados indican que el tensioactivo reconstituido que comprende una mezcla de fosfolipidos con base en PL de
higado y DPPC y POPG como fosfolipidos sintéticos, 2% cada uno de SP-C33Leu y ox Mini-B(Leu) dio volimenes
totales de respiracion (figura 1) y volumen de gas pulmonar (figura 2) similares a los obtenidos con Curosurf™.
Ademas, a partir de la Tabla 3, puede apreciarse que dicho tensioactivo reconstituido dio una densidad volumétrica
alveolar similar a la de Curosurf™ vy significativamente mayor que solamente la mezcla de fosfolipidos.

Tabla 3: Densidad volumétrica alveolar (%) en conejos prematuros

n |Densidad volumétrica alveolar (%)
SP-C33Leu al 2% + Mini-Bleu al 2% 10 64**

PL de higado al 40%+ DPPC al 50%+ POPG al 10%

solo fosfolipidos 12 |43
Curosurf™ 10 |61*
Controles no tratados 11 |40

**p < 0,002-0,0002 vs todos los grupos excepto Curosurf™

#p < 0,02-0,0002 vs todos los grupos excepto el tensioactivo reconstituido

Ejemplo 3-Experimento in vivo con un tensioactivo reconstituido hecho de ox Mini-B(Leu) al 2% + SP-C33(Leu) al 2%
+ DPPC al 50% + POPG al 10% + PC de yema de huevo no purificada al 40%

El experimento se llevd a cabo como se describe en el Ejemplo 2.

Tanto los volumenes totales de respiracion como los volimenes de gas pulmonar se reportan en la Figura 3 y 4 como
valores medianos.

Los resultados indican que también un tensioactivo reconstituido que comprende una mezcla de fosfolipidos que
contiene DPPC al 50%, PC de yema de huevo al 40% y POPG al 10% tenia volumenes totales de respiracion y
volumenes de gas pulmonar similares a Curosurf™.

Ejemplo 4-Experimento in vivo con un tensioactivo reconstituido hecho de ox Mini-B(Leu) al 2% + SP-C33(Leu) al 2%
+ DPPC al 50% + POPG al 10% + PC de yema de huevo pura al 40%

El experimento se llevd a cabo como se describe en el Ejemplo 2.

Tanto los volumenes totales de respiracion como los volimenes de gas pulmonar se reportan en la Figura 5 y 6 como
valores medianos.

Los resultados indican que, aunque se utiliza PC de yema de huevo pura, el tensioactivo reconstituido correspondiente
tenia volumenes de gas pulmonar similares a Curosurf™, pero voliumenes totales de respiracion algo menores, no de
manera significativa.
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Ejemplo 5-Experimento in vivo con un tensioactivo reconstituido hecho de ox Mini-B27 al 2% + SP-C33(Leu) al 2% +
DPPC al 50% + POPG al 10% + PC de yema de huevo pura al 40%

El experimento se llevd a cabo como se describe en el Ejemplo 2. Sin embargo, como analogo de SP-B, se uso el
polipéptido citado como ox Mini-B27 en lugar de ox Mini-B(Leu).

Este es un analogo mas corto de ox Mini-B(Leu), pero dicho polipéptido da lugar a una preparacién viscosa cuando
se mezcla con una mezcla de fosfolipidos que consiste en DPPC:POPG 7:3 (p/p).

Tanto los volumenes totales de respiraciéon como los volumenes de gas pulmonar obtenidos se reportan en la Figura
7 y 8 como valores medianos.

Dicho tensioactivo reconstituido dio lugar a volumenes totales de respiracion algo menores que Curosurf™, pero los
volimenes de gas pulmonar fueron similares. Ademas, la formulacion correspondiente en forma de suspension acuosa
a 80 mg/ml tenia una baja viscosidad.

Ejemplo 6-Experimento in vivo con volimenes totales de respiracion constantes

Conejos inmaduros recién nacidos (edad gestacional de 27 dias) fueron tratados al nacer con 200 mg/kg de diferentes
preparaciones de tensioactivos (80 mg/ml). Los animales que recibieron la misma dosis de Curosurf™ sirvieron como
controles positivos y comparieros de camada no tratados como controles negativos. Los conejos recién nacidos fueron
ventilados en paralelo con presiones individuales con el fin de obtener volimenes totales de respiracion
estandarizados. Se utilizé un volumen total de respiracién constante de 6 ml/kg.

Para abrir los pulmones, la presion se ajustd primero a 35 cmH20 durante 1 minuto. Después de esta maniobra de
reclutamiento, se redujo la presion para mantener los volumenes totales de respiracion durante 30 minutos entre 6-8
ml/kg. Los experimentos se realizaron sin PEEP.

Se probaron las siguientes muestras:

1. DPPC al 50% + PC de yema de huevo al 40%+POPG al 10%+SP-C33Leu al 2%+Mini-B27 al 2%
2. DPPC al 50% + PC de yema de huevo al 40%+POPG al 10%+SP-C33Leu al 2%+Mini-BLeu al 2%
3. Curosurf™

4. Controles no tratados

Tanto los volumenes totales de respiracion como los volumenes de gas pulmonar se reportan como valores medianos
en las Figuras 9y 10.

Parece que las preparaciones tensioactivas reconstituidas que contienen Mini-B27 o Mini-BLeu tuvieron volimenes
de gases pulmonares similares a los animales tratados con Curosurf™ en experimentos cuando los animales fueron
ventilados con volumenes totales de respiracion fisioldgicos (aproximadamente 6 ml/kg) sin PEEP.

Listado de secuencia

<110> Chiesi Farmaceutici spa
<120> TENSIOACTIVOS PULMONARES RECONSTITUIDOS
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<160> 18

<170> Patenteln version 3.5
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<212> PRT
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Pro Gln Leu Val Cys Arg Leu Val Leu Arg Gly Gly
20 25
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REIVINDICACIONES
1. Un tensioactivo reconstituido que comprende:
una mezcla de fosfolipidos;
un polipéptido analogo de la proteina tensioactiva nativa SP-B; y
un polipéptido analogo de la proteina tensioactiva nativa SP-C representada por la formula general:
IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLOG,L, (1)
en la que:

Q es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en M o M oxidado sobre el atomo de azufre, I, L, y nL
(norLeucina);

pesOo1

dicha mezcla de fosfolipidos comprendiendo:
i) una cantidad de 50% en peso de DPPC;

ii) una cantidad de 10% en peso de POPG; y

i) una cantidad de 40% en peso de una fraccién derivada de manera natural de fosfolipidos insaturados que consiste
esencialmente en:

desde 30 a 50% de POPC, desde 10 a 20% de PLPC, desde 4 a 10% de P(:1)OPC, desde 5 a 8% de SLPC, desde 5
a 8% de DOPC, desde 1 a 3% de SAPC, desde 5 a 15% de SOPC, desde 1 a 2% de PAPC, desde 1 a 3% de PDPC,
desde 0 a 3,5% de SOPE, desde 0 a 8% de SAPE, desde 0 a 4% de SLPE, desde 0 a 2,5% de PLPE, desde 0 a 3,5%
de POPE; desde 0 a 2,0% de LAPE, desde 0 a 2% de LLPE, desde 0 a 10% de PSM;

siendo calculadas todas las cantidades i), i) y iii) sobre el peso total de la mezcla de fosfolipidos;

en el que el analogo de polipéptido de la proteina tensioactiva nativa SP-B esta representada por la formula general

(I

(FPOPLPY);{CALCRALIKRIQAQIPKGGRQLPQLVCRLVL®CS (II)

en el que:

0 es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en L, | y C, preferiblemente C; y
A es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en W, | y L, preferiblemente W;

Q es un residuo de aminoacido seleccionado independientemente del grupo que consiste en M, I, L y nL,
preferiblemente L;

® es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ry T, preferiblemente R; y

f es un numero entero que tiene un valor de 0 o 1;

o el analogo polipéptido de la proteina tensioactiva nativa SP-B esta representado por la formula general (l11)
XALCRALIKRFNRYLTPQLVCRLVLR®Y 4 (IlI)

en el que

X es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en C, Ay G, preferiblemente C;

A es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en W, L, nL e I, preferiblemente W o L;
@ es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en C, Ay G, preferiblemente C;

> es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consisteen S, Gy A; y

ges0o 1.

2. El tensioactivo reconstituido de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el analogo de polipéptido de la proteina
tensioactiva nativa SP-C esta representado por la formula
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IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLLGL (Ic)

3. El tensioactivo reconstituido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que el analogo de polipéptido de formula
(I en la que f es 0 se selecciona del grupo de secuencias representadas por las "férmulas”

CWLCRALIKRIQAMIPKGGRMLPQLVCRLVLRCS (lla)
CLLCRALIKRIQAMIPKGGRMLPQLVCRLVLRCS (lib)
CWLCRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVCRLVLRCS (lic)
CLLCRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVCRLVLRCS (lld)

4. El tensioactivo reconstituido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que el polipéptido de férmula (Il) en la que
f es 1 se selecciona del grupo de secuencias representadas por las "férmulas”

FPCPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGGRMLPQLVCRLVLRCS (lle)
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGGRMLPQLVCRLVLRCS (lIf)
FPCPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGGRMLPQLVCRLVLRCS (llg)
FPIPLPYCWLCRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVCRLVLRCS (llh)

5. El tensioactivo reconstituido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que el polipéptido de formula (lll) se
selecciona del grupo de secuencias representadas por las "féormulas”

CLLCRALIKRFNRYLTPQLVCRLVLRC (llla)

CWLCRALIKRFNRYLTPQLVCRLVLRC (llIb)
ALLCRALIKRFNRYLTPQLVCRLVLRAA (llic)
GLLCRALIKRFNRYLTPQLVCRLVLRGG (llid)

6. El tensioactivo reconstituido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la fraccion
derivada de manera natural de fosfolipidos insaturados es una L-a-fosfatidilcolina derivada de yema de huevo.

7. Una formulacién farmacéutica que comprende un tensioactivo reconstituido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, estando dicha formulacién en forma de una solucion, una dispersion, una suspension o un polvo
seco, opcionalmente en combinaciéon con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables.

8. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que dicha formulacién esta en forma de una
suspensién acuosa.

9. La formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que el tensioactivo reconstituido esta en una
concentracion comprendida entre 5y 100 mg/ml de la suspensién acuosa.

10. Un kit, que comprende:

a) un tensioactivo reconstituido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en forma de polvo en una
primera forma de dosificacion unitaria;

b) un portador farmacéuticamente aceptable en una segunda forma de dosificacion unitaria; y
c) medios de recipiente para contener dichas primera y segunda formas de dosificacion.

11. El tensioactivo reconstituido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso como
medicamento.

12. El tensioactivo reconstituido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso en el tratamiento
o profilaxis del sindrome de dificultad respiratoria (RDS) en bebés prematuros o para el tratamiento o profilaxis de
otras enfermedades relacionadas con una deficiencia o disfuncion de tensioactivo.

13. El tensioactivo reconstituido para uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que la enfermedad incluye RDS
en adultos (ARDS), sindrome de aspiracion de meconio (MAS) y displasia broncopulmonar (BPD).
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