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RESUMO

“DISTRIBUIQAO DE ENZIMAS INTRAVENTRICULAR PARA DOENCAS DE
ARMAZENAMENTO LISOSSOMICO”

As doengas de armazenamento lisossdmico podem ser tratadas
com sucesso utilizando a distribuicdo intraventricular da enzima
que € etiologicamente deficiente na doenca. A administracdo pode
ser efectuada lentamente para conseguir um efeito méximo.
Surpreendentemente, os efeitos sdo observados em ambos os lados
da barreira hemato—-encefdlica, fazendo destes um meio ideal de
distribuicdo para doencas de armazenamento lisossdmico que

afectam o cérebro e 6rgdos viscerais.



DESCRICAO

“DISTRIBUIQAO DE ENZIMAS INTRAVENTRICULAR PARA DOENCAS DE
ARMAZENAMENTO LISOSSOMICO”

CAMPO TECNICO DA INVENQKO
Esta invencdo estd relacionada com a A&rea das doencgas de
armazenamento lisossdmico. Em particular, refere-se ao

tratamento e/ou prevencdo destas doencas por terapia de

substituicdo enzimética.

SUMARIO DA INVENGAO

Um grupo de disturbios metabdlicos conhecidos como

doencas de armazenamento lisossdémico (LSD) inclui mais de
quarenta disturbios genéticos, muitos dos quais
envolvem deficiéncias genéticas em varias hidrolases
lisossdmicas. As doencas de armazenamento lisossdémico

representativas e as enzimas deficientes associadas sdo listadas

na Tabela 1.



TABELA I

Doenca de armazenamento lisossdémico

Aspartilglucosaminuria

Fabry

Doenca Infantil de Batten* (CNLI1)
Doenca de Batten Tardia Cléassica*
(CNL2)

Doenca de Batten Juvenil* (CNL3)
Batten, outras formas* (CNL4-CNLS)
Cistinose

Farber

Fucosidose

Galactosidosialidose

Tipos 1, 2* e 3* de Gaucher

Gangliosidose G.sub.M1l*

Hunter*
Hurler-Scheiex*
Krabbe*
alfa-Manosidoses*
beta-Manosidose*
Maroteaux—Lamy

Leucodistrofia metacromdtica*

Enzima deficiente

Aspartilglucosaminidase
alfa-Galactosidase A
Proteina Palmitoil-
Tioesterase

Tripeptidil-Peptidase

Proteina Lisossdmica
Transmembranar
Produtos de genes
multiplos
Transportador de
cisteina

Ceramidase &cida
Alfa-L-fucosidase acida
Proteina
protetora/catepsina A
Beta-glucosidase &acida,
ou

Beta-galactosidase
acida
Iduronate-2-sulfatase
alpha-L-Iduronidase
Galactocerebrosidase
Alfa-marmosidase &cida
Beta-manosidase &cida
Arilsulfatase B

Arilsulfatase A



Doenca de armazenamento lisossdmico

(continuacéo)

Morgquioc A

Morquio B

Mucolipidose II/III*
-Niemann-Pick A*, B
Niemann-Pick C*
Pompe* &cida
Sandhof*

Sanfilippo A¥*
Sanfilippo B*

Sanfilippo C*

Sanfilippo D¥*

Doenca de Schindler*

Schindler—-Kanzaki

Sialidose

Sly*

Tay—-Sachs*

Wolman*

*envolvimento do SNC

Enzima deficiente

N-Acetilgalactosamina-
6-sulfato
Beta-galactosidase

acida

N-Acetilglucosamina-1
Esfingomielinase acida
NPC-1

Alfa-glucosidase
Beta-Hexosaminidase B
Heparano—-N-sulfatase
Alfa—-N-

Acetilglucosaminidase

Acetil-CoA: alfa-
glucosaminida
N-Acetilglucosamina—6-
sulfato

Alfa—-N-
Acetilgalactosaminidase
Alfa-N-
Acetilgalactosaminidase
Alfa-Neuramidase
Beta-Glucuronidase
Beta-Hexosaminidase A

Lipase &acida



A marca caracteristica das LSD é a acumulacdo anormal de
metabolitos nos lisossomas o que leva a formacdo de um grande
numero de lisossomas distendidos no pericdrio. Um dos desafios
principais no tratamento de LSD (em oposigdo ao tratamento de
uma enzimopatia de um o6rgdo especifico, e. g., uma enzimopatia
especifica do figado) é a necessidade de reverter a patologia de
armazenamento lisossdémico em multiplos tecidos separados.
Algumas LSD podem ser eficazmente tratadas por infusado
intravenosa da enzima em falta, conhecida como terapia de
substituicdo enzimdtica (ERT). Por exemplo, os doentes Gaucher
tipo 1 tém apenas doenca visceral e respondem favoravelmente a
ERT com glucocerebrosidase recombinante (Cerezyme™, Genzyme
Corp.). No entanto, doentes com doenca metabdlica que afecta o
SNC (e. g.; doenca de Gaucher tipo 2 ou 3) apenas respondem
parcialmente a ERT intravenosa porque a enzima de substituicédo é
impedida de entrar no cérebro pela barreira hemato-encefédlica
(BHE) . Além disso, as tentativas para introduzir uma enzima de
substituicdo no cérebro por injeccdo directa tém sido limitadas,
em parte, devido a citotoxicidade da enzima em concentragdes
locais elevadas e as taxas de difusdo limitadas do parénquima no
cérebro (Partridge, Peptide Drug Delivery to the Brain, Raven

Press, 1991).

Uma LSD exemplificativa é a doencga de Niemann-Pick tipo A
(NPA) . De acordo com a entrada P17405 de UniProtKB/Swiss-Prot, a
deficiéncia no gene SMPD1, localizada no cromossoma 11,
(11p15.4-pl5.1)., sdo a causa de doenca de Niemann-Pick tipo A
(NPA), também referido como a forma infantil cléssica da doenca.
A doenga de Niemann-Pick é um disturbio recessivo clinicamente e
geneticamente heterogéneo. E causada pela acumulacgao de
esfingomielina e outros lipidos metabolicamente relacionados nos

lisossomas, resultando em inicio da neurodegeneracdo desde o
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inicio da vida. Os doentes podem apresentar xantomas,
pigmentacao, hepatosplenomegalia, linfadenopatia e atraso
mental. A doenca de Niemann-Pick ocorre, mais frequentemente,
entre os individuos de ascendéncia Ashkenazi Jewish do gue na
populagdo em geral. A NPA & caracterizada pelo inicio muito
precoce na infancia e um curso rapido e progressivo que leva a
morte em trés anos. A enzima esfingomielinase 4acida (ASM) que &
deficiente em NPA converte a esfingomielina em ceramida. A ASM
também possuil actividades de fosfolipase C para
1,2-diacilglicerolfosfocolina e 1,2-diacilglicerolfosfoglicerol.
A enzima converte Esfingomielina + H;O0O — > N-acilesfingosina +

fosfato de colina.

Jin et al. (2003) Mol. Ther., 8:876-885 divulga células da
medula &éssea de murino transduzidas com um vector retroviral
para sobre-expressar e libertar esfingomielinase 4acida humana.
As células transduzidas foram transplantadas intravenosamente em
murganhos deficientes em esfingomielinase 4&cida, um modelo de

doenca de Niemann-Pick humana.

De acordo com a presente divulgacgao, as doencas de
armazenamento lisossémico, tais como qualquer das doencas
identificadas na Tabela 1 acima, e. g., doenca de Niemann-Pick
tipo A ou B, sao tratadas e/ou prevenidas utilizando
distribuicéo intraventricular no cérebro da enzima que &
etiologicamente deficiente na doenca. A administracdo pode ser
efectuada lentamente para conseguir o efeito méximo. Os efeitos
sdo observados em ambos os lados da barreira hemato-encefalica,
tornando-a um meio de distribuicdo Gtil para doencgas de
armazenamento lisossémico que afectam o cérebro e/ou 6rgios
viscerais. Num primeiro aspecto, a presente divulgacéao

proporciona, deste modo, um método de tratamento ou prevencgdo de
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uma doenca de armazenamento lisossédmico no doente, doenca que é
causada por uma deficiéncia enzimadtica, compreendendo o método a
administracao da enzima ao doente via distribuicgao
intraventricular no cérebro. Num aspecto relacionado, a invencéao
proporciona a utilizacdo de uma enzima para a preparagcao de um
medicamento para o© tratamento ou prevencdo de uma doenca de
armazenamento lisossémico num doente, doenca que € causada pela
deficiéncia da enzima no doente, em gque o tratamento ou
prevencao compreende a administracdo intraventricular da enzima
no cérebro. A deficiéncia enzimdtica pode ser causada por,
e. g., uma deficiéncia na expressdo da enzima ou através de uma
mutagdo na enzima que leva a uma redugdo do nivel de actividade
(e. g., sendo a enzima inactiva) ou uma taxa aumentada de
eliminagédo/clivagem da enzima in vivo. A deficiéncia pode levar
a uma acumulacdo de um substrato de enzima e a administracdo da
enzima pode 1levar a uma redugédo no nivel de substrato no
cérebro. A doenga de armazenamento lisossdmico pode ser qualquer
das doencgas identificadas na Tabela 1 acima. A enzima pode ser

um hidrolase lisossdmica.

De acordo com um exemplo da presente divulgacédo, € tratado
um doente com doente com doenca de Niemann-Pick A ou B. E
administrada uma esfingomielinase dcida ao doente via
distribuicado intraventricular no cérebro numa quantidade
suficiente para reduzir os niveis de esfingomielina no referido

cérebro.

Outro aspecto da presente divulgacdo ¢é um kit para
tratamento ou prevencgao de uma doenca de armazenamento
lisossdmico num doente, doenca que €& causada por uma deficiéncia
enzimdtica. O kit compreende a enzima que ¢é deficiente, e um

cateter e/ou bomba para distribuicdo da enzima em um ou mais
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ventriculos no cérebro. 0O cateter e/ou Dbomba pode ser
especificamente concebida e/ou adaptada para distribuicéao
intraventricular. De acordo com uma circunsténcia, a presente
divulgacdo proporciona um kit para tratar um doente com doenca
de Niemann-Pick A ou B. O kit compreende uma esfingomielinase
adcida e um cateter para distribuicao da referida

esfingomielinase &cida nos ventriculos do cérebro de um doente.

Ainda outro aspecto da presente divulgacdo é um kit para
tratamento de um doente com doengca de Niemann-Pick A ou B. O kit
compreende uma esfingomielinase 4&cida e uma bomba para a
distribuicdo da referida esfingomielinase &cida nos ventriculos

do cérebro do doente.

De acordo com a presente divulgacédo, pode ser tratado um
doente que tem uma doenca de armazenamento lisossdmico que é
causada por uma deficiéncia enzimdtica que leva a uma acumulacao
do substrato da enzima. Estas doencas incluem a doenca de
Gaucher, doenca de MPS I e II, doenca de Pompe, e doenca de
Batten (CLN2), entre outras. A enzima deficiente na doencga
particular é administrada ao doente via distribuicgao
intraventricular no cérebro. Pode ser administrada aos
ventriculos laterais e/ou ao quarto ventriculo. A taxa de
administracdo da enzima, de acordo com a presente divulgacdo, é
tal gue a administracdo de uma Unica dose pode ser como um bdélus
ou pode demorar cerca de 1-5 minutos, cerca de 5-10 minutos,
cerca de 10-30 minutos, cerca de 30-60 minutos, cerca de
1-4 horas, ou consome mais do que quatro, cinco, seis, sete ou
oito horas. Os niveis de substrato no referido cérebro podem ser
deste modo reduzidos. A administracdo de uma uUnica dose pode
demorar mais do que 1 minuto, mais do gque 2 minutos, mais do que

5 minutos, mais do gque 10 minutos, mais do que 20 minutos, mais
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do que 30 minutos, mais do que 1 hora, mais do que 2 horas ou

mais do que 3 horas.

Estas e outras circunstancias da presente divulgagdo que
serdo Oébvias para os especialistas na técnica apds leitura da
descricdo proporciona a técnica métodos e kits para o tratamento
e/ou prevencdo de doencas de armazenamento lisossdmico, em

particular os que envolvem as patologias do SNC e viscerais.

Com base na presente divulgacao, a presente invencao
proporciona uma esfingomielinase A4acida, ©para utilizagdo na
prevencao ou tratamento da doenca de Niemann-Pick A ou B num
doente, em que a referida prevencdo ou tratamento compreende a
administragdo intraventricular da esfingomielinase &cida ao
cérebro do doente e a administracdo de uma Unica dose da
esfingomielinase 4acida consome mais de seis horas. Outros
aspectos e formas de realizacdo da invencdo sao apresentados nas

reivindicac¢des em anexo.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

A FIG. 1 mostra o diagrama de seccdes do cérebro gque foram
analisadas para a esfingomielina. S1 estd na frente do

cérebro e S5 estd na parte anterior do cérebro.

A FIG. 2 mostra que a administracdo intraventricular de

rhASM reduz os niveis de SPM no cérebro de murganho ASMKO.

A FIG. 3 mostra que a administracdo intraventricular de
rhASM reduz os niveis SPM no figado, bago e pulméo do

murganho ASMKO.



A FIG. 4 mostra a coloracdo com hASM no cérebro apds infuséo

intraventricular.

A FIG. 5 mostra que a infusdo intraventricular de rhASM por
um periodo superior a 6 h reduz niveis de SPM no cérebro de

murganho ASMKO.

A FIG. 6 mostra que a infusdo intraventricular de rhASM por
um periodo superior a 6 h reduz os niveis de SPM em figado,

soro e pulmdo de ASMKO.

A FIG. 7 mostra variantes documentadas de hASM e sua relacéao

com a doenca ou actividade de enzima.

A FIG. 8 mostra uma vista da seccdo transversal do cérebro

com os ventriculos indicados.

As FIGS. 9A e 9B mostram vistas laterais e superiores,

respectivamente, dos ventriculos.

A Fig. 10 mostra a injeccdo nos ventriculos laterais.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

A pratica da presente divulgacado, incluindo a presente
invencdo, empregard, a menos gue se indique o contréario,
técnicas convencionais de imunologia, biologia molecular,
microbiologia, biologia celular e ADN recombinante, que estdo na
especialidade da técnica. Ver, e. g., Sambrook, Fritsch e

Maniatis, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2° edicao
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(1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel,
et al. eds., (1987)); a série METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic
Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (MJ. MacPherson, B.D.
Hames e G.R. Taylor eds. (1995)), Harlow e Lane, eds. (1988)
ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, e ANIMAL CELL CULTURE (R.I.
Freshney, ed. (1987)).

Como utilizado na descricdo e reivindicacgdes, as formas

w ” w

singulares um, uma” e “a/o0” incluem referéncias plurais a
menos que o contexto o dite claramente de outra forma. Por
exemplo, o termo “uma célula” inclui uma pluralidade de células,

incluindo as suas misturas.

Como aqui wutilizado, 0o termo “compreendendo” pretende
significar que as composicbes e métodos incluem os elementos
citados, mas sem excluir outros. “Consistindo essencialmente em”
quando utilizado para definir composigdes e métodos, deve
significar a exclusao de outros elementos de qualquer
significancia essencial para a combinagdo. Deste modo, a
composicdo consistindo essencialmente nos elementos conforme
aqui definido ndoc deverd excluir contaminantes vestigiais
provenientes do método de isolamento e purificacdo e veiculos
farmaceuticamente aceitédveis, tais como salino tamponado com
fosfato, conservantes e semelhantes. “Consistindo em” deveré
significar a exclusdao de mais do que elementos vestigiais de
outros ingredientes e exclusdo de passos substanciais do método
para administracdo das composic¢des ou medicamentos de acordo com

a presente divulgacao.

As formas de realizacdo definidas por cada um destes termos

de transicdo estdo no ambito desta invencéo.
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Todas as designac¢des numéricas, e. ¢g., pH, temperatura,
tempo, concentragdo e peso molecular, incluindo intervalos, séao
aproximacdes que sao variadas ( + ) ou ( - ) por incrementos de
0,1. Deve ser entendido que, embora nem sempre explicitamente
declarado, todas as designacgdes numéricas sdo precedidas pelo
termo “acerca de.” Também deve ser entendido, embora nem sempre
explicitamente declarado, que o0s reagentes descritos sao aqui
meramente exemplificativos e que equivalentes destes que séao

conhecidos na técnica podem ser também utilizados.

0 termo “terapéutico”, a expressao “quantidade
terapeuticamente eficaz” e seus cognatos, referem que a
quantidade de uma substancia, e. ¢g., enzima ou proteina, que
resulta na prevencdo ou atrasa o inicio, ou melhoria, de um ou
mais sintomas de uma doenca num individuo, ou uma realizacdo de
um  resultado bioldégico desejado, tal como correccao de
neuropatologia. O termo “correccdo terapéutica” refere-se ao
grau de correcgcdo que resulta na prevencdo ou atraso no inicio,
ou melhoria, de um ou mais sintomas num individuo. A guantidade

eficaz pode ser determinada por métodos empiricos conhecidos.

Uma “composicao” ou “medicamento” pretende incluir uma
combinacd&o de um agente activo, e. ¢g., uma enzima, e um veiculo
ou outro material, e. g., um composto ou composicdo, que &
inerte (por exemplo, um agente ou marcador detectédvel) ou
activo, tais como um adjuvante, diluente, ligante,
estabilizador, tampdo, sal, solvente 1lipofilico, conservante,
adjuvante ou semelhantes, ou uma mistura de duas ou mais destas
substéancias. Os veiculos sdo, de um modo preferido,
farmaceuticamente aceitdveis. Estes podem incluir excipientes
farmacéuticos e aditivos, ©proteinas, péptidos, aminoéacidos,

lipidos e hidratos de carbono (e. g., acucares, incluindo
11



monossacaridos, di-, tri-, tetra-, e oligossacdridos; acgucares
derivados, tais como alditdis, acidos alddénicos, acucares
esterificados e semelhantes; e polissacdridos ou polimeros de
acucares), que podem estar presentes isolados ou em combinacéao,
compreendendo isolado ou em combinacdo, 1-99,99% em peso ou
volume. As proteinas excipientes exemplificativas incluem
albumina do soro, tais como albumina de soro humano (HSA),
albumina humana recombinante (rHA), gelatina, caseina, e
semelhantes. Os componentes de aminoacidos/anticorpos
representativos, que podem também funcionar numa capacidade
tampdo, incluem alanina, glicina, arginina, betaina, histidina,
dcido glutémico, &cido aspéartico, cisteina, 1lisina, leucina,
isoleucina, valina, metionina, fenilalanina, aspartame e
semelhantes. Os excipientes de hidratos de carbono s&o também
incluidos no admbito da presente divulgacédo, incluindo a presente
invencado, cujos exemplos 1incluem, mas nao estdo limitados a,
monossacaridos, tais como frutose, maltose, galactose, glucose,
D-manose, sorbose, e semelhantes; dissacaridos, tais como
lactose, sacarose, trealose, celobiose, e semelhantes;
polissacéaridos, tais como rafinose, melezitose, maltodextrinas,
dextranos, amidos e semelhantes; e alditdéis, tais como manitol,
xilitol, maltitol, lactitol, xilitol, sorbitol (glucitol) e

mioinositol.

0O termo veiculo também inclui um tampdo ou um agente de
ajuste de pH ou uma composicdo que os contém; tipicamente, o
tampdo €& um sal preparado a partir de um A&cido ou base
orgéanicos. Tampdes representativos 1incluem sais de &cidos
organicos, tais como sais de &cido citrico, 4&cido ascdrbico,
acido glucdnico, acido carbdénico, acido tartérico, acido
succinico, &cido acético ou é&cido ftéalico, Tris, cloridrato de

trometamina, ou tampdes fosfato. Os veiculos adicionais
12



incluem excipientes/aditivos poliméricos, tais como
polivinilpirrolidonas, ficdis (um aglcar polimérico), dextratos
(e. g., ciclodextrinas, tais como 2-hidroxipropil-quadratura-
ciclodextrina), polietilenoglicdis, agentes aromatizantes,
agentes antimicrobianos, adocantes, antioxidantes, agentes
anti-estédticos, agentes tensiocactivos (e. g., polissorbatos tais
como “TWEEN 20” e “IWEEN 80”), 1lipido <(e. g., fosfolipido,
4dcidos gordos), esterdides (e. g., colesterol) e agentes

quelantes (e. g., EDTA).

Como aqui utilizada, a expressado “veiculos farmaceuticamente
aceitéaveis” inclui qualquer dos veiculos farmacéuticos
convencionais, tais como uma solugcdo salina tamponada com
fosfato, &gua, e emulsdes, tais como uma emulsdo d&leo/&dgua ou
emulsdo &gua/dleo, e varios tipos de agentes de humedecimento.
As composicgdes e medicamentos que sdo preparados e/ou utilizados
de acordo com a presente divulgacédo e que incluem a enzima
particular cuja deficiéncia tem de ser corrigida, podem incluir
estabilizadores e conservantes e qgualgquer dos veiculos acima
notados com a condicdo adicional de que estes sejam aceitaveis
para utilizacgao in Vivo. Para exemplos de veiculos,
estabilizadores e adjuvantes, ver Martin REMINGTON'S PHARM. SCIL,
152 Ed. (Mack Publ. Co., Easton (1975) e Williams & Williams,
(1995) e no “PHYSICIAN'S DESK REFERENCE”, 5228 ed., Medical

Economics, Montvale, NJ. (1998).

Um “sujeito,” “individuo” ou “doente” ¢é aqui utilizado
independentemente, referindo-se a um vertebrado, de um modo
preferido um mamifero, de um modo mais preferido, um humano. Os
mamiferos incluem, mas nao estdo limitados a, murganhos, ratos,
macacos, humanos, gado, animais de competicdo, e animais de

estimacao.
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Como aqui utilizado, o termo “modula” significa fazer variar
a quantidade ou intensidade de um efeito ou resultado, e. g.,

para estimular, aumentar, diminuir ou reduzir.

Como aqui wutilizado o termo “melhorar” €& sindénimo de
“Yaliviar” e significa reduzir ou tornar mais leve. Por exemplo,
pode-se melhorar os sintomas de uma doenca ou disturbio

tornando—-a mais suportéavel.

Para identificacdo de estruturas no cérebro humano, ver,
e. g., The Human Brain: Surface, Three-Dimensional Sectional
Anatomy with MRI and Blood Supply, 22 ed., eds. Deuteron et al.,
Springer Vela, 1999; Atlas of the Human Brain, eds. Mai et al.,
Academic Press; 1997; e Co-Planar Stereotaxic Atlas of the Human
Brain: 3-Dimensional Proportional System: An Approach to
Cerebral Imaging, eds. Tamarack et al., Thyme Medical Pub.7
1988. Para identificacdo das estruturas no cérebro de murganho,
ver, e. g., The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates, 22 ed.,

Academic Press, 2000.

A requerente verificou que a distribuicdo intraventricular
no cérebro das enzimas hidrolase lisossdmicas a doentes que séo
deficientes nas enzimas, leva a um estado metabdélico melhorado
do cérebro e dos oérgdos viscerais (ndo SNC) afectados. Isto é
particularmente verdade quando a taxa de distribuicdo ¢é lenta,
relativamente a uma distribuicdo de Dbdélus. As doencgas de
armazenamento lisossdémico causadas por uma deficiéncia numa
enzima particular, tais como as doencas identificadas na
Tabela 1 acima, podem ser deste modo tratadas ou prevenidas pela
administracao intraventricular da respectiva enzima. Uma

enzima particularmente util para o tratamento de Niemann-Pick A
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ou B é a esfingomielinase &cida (ASM), tal como a apresentada na
SEQ ID NO: 1'. Uma enzima particularmente Util para tratar a
doenca de Gaucher é a glucocerebrosidase. Uma enzima
particularmente util para tratar a doenca  MPS I é a
alfa-L-Iduronidase. Uma enzima particularmente util para tratar
a doenca MPS I1 é iduronato-2-sulfatase. Uma enzima
particularmente Util para tratar doenca de Pompe, ou doenca de
armazenamento de glicogénio tipo II (GSDII), também denominada
deficiéncia em maltase 4cida (AMD) é a alfa-glucosidase &cida.
Uma enzima particularmente util para tratar doenca de Batten
infantil <c¢léssica tardia (CLN2) ¢é a tripeptidilpeptidase. As
enzimas que s&o utilizadas e/ou administradas de acordo com a
presente invencdo podem ser formas recombinantes das enzimas que
sdo produzidas wutilizando métodos que sdo bem conhecidos na
técnica. Num dos casos, a enzima € uma enzima recombinante

humana.

'Residuos 1-46 constituem a sequéncia sinal que ¢ clivada

apds secrecgdao.

A administracéo de enzimas lisossdmicas e, mais
particularmente, enzimas hidrolase lisossdémicas, a doentes que
sdo deficientes nas enzimas, pode ser realizada em qualgquer um
ou mais dos ventriculos do cérebro, que sdo cheios com fluido
liquido cefalorraquidiano (CSF). O CSF é um fluido limpido que
enche os ventriculos, esta presente no espaco subaracndéide e
rodeia o cérebro e espinal-medula. O CSF ¢ produzido pelos
plexos cordides e através da exsudagcdo ou transmissd&o do fluido
do tecido pelo cérebro para os ventriculos. O plexo cordide é
uma estrutura que forra o chido do ventriculo lateral e o topo do
terceiro e do quarto ventriculos. Certos estudos indicaram gue

estas estruturas sado capazes de produzir 400-600 cc de fluido
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por dia consistente com uma quantidade para encher os espacgos do
sistema nervoso central quatro vezes num dia. Nos adultos, o
volume deste fluido foi <calculado como estando entre 125 e
150 mL (4-5 oz). O CSF ¢é numa formacdo, circulacdo e absorcéo
continuas. Certos estudos indicaram que aproximadamente 430 até
450 mL (gquase 2 chévenas) de CSF podem ser produzidas a cada
dia. Certos célculos estimam que a producao iguala
aproximadamente 0,35 mL por minuto em adultos e 0,15 por minuto
em criangas. Os ©plexos cordides dos ventriculos laterais
produzem a maioria do CSF. Flui através do forémen de Monro para
0 terceiro ventriculo onde ¢é adicionado para a producdao do
terceiro ventriculo e continua a descer através do aqueduto de
Silvius para o quarto ventriculo. O quarto ventriculo adiciona
mais CSF; o fluido viaja depois para o espacgco sSubaracndide
através do fordmen de Magendie e Luschka. Depois circula através
da base do cérebro, desce em volta da espinal-medula e sobe
sobre o0s hemisférios cerebrais. O CSF é esvaziado para o sangue
através das vilosidades aracndides e sinos vasculares
intracranianos, distribuindo desse modo as enzimas gue Ssao
infundidas para os ventriculos ndo apenas para o cérebro, mas
também para os Oérgdos viscerais que sdo conhecidos por serem

afectados em LSD.

Embora  uma sequéncia de aminoacidos particular seja
apresentada na SEQ ID N¢2: 1, as variantes dessa sequéncia que
retém actividade, e. g., variantes normais na populagdo humana,
podem também ser utilizadas. Tipicamente estas variantes normais
diferem em apenas um ou dois residuos da sequéncia apresentada
na SEQ ID N¢2: 1. As variantes de SEQ ID N¢: 1 gue devem ser
utilizadas de acordo com a presente invencao, 1incluindo a
presente invencdo, qguer ocorresse naturalmente ou né&o, devem ser

pelo menos 95%, 96%, 91%, 98% ou 99% idénticas a SEQ ID N¢: 1.
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Podem ser utilizadas variantes de outras enzimas de acordo com a
presente invencdo. No entanto, independentemente da enzima que é
utilizada, as variantes que estdo associadas a doenca ou com
actividade reduzida né&o devem ser utilizadas. Tipicamente, sera
distribuida a forma madura da enzima. No caso da SEQ ID N2: 1, a
forma madura comecard com o residuo 47, como apresentado na
SEQ ID N¢: 1. Variantes qgue sao associadas com a doenga séao
apresentadas na FIG. 7. De um modo semelhante, as variantes
normais na populacgao humana dessas enzimas LSD como
glucocerebrosidase, alfa-L-Iduronidase, iduronate-2-sulfatase,
alfa-glucosidase 4cida e tripeptidil peptidase que retém

actividade enzimatica também podem ser utilizadas.

Kits, de acordo com a presente invencdo, sao montados em
componentes separados. Embora possam ser empacotados num uUnico
recipiente, podem ser sub-empacotados separadamente. Mesmo um
recipiente unico pode ser dividido em compartimentos.
Tipicamente, um conjunto de instrugdes 1rd acompanhar o kit e
fornecer instrucdes para a distribuicdo das enzimas, e. g., as
enzimas hidrolase lisossdédmicas, intraventricularmente. As
instrugdes podem estar na forma impressa, na forma electrdnica,
como um video ou DVD de instrugdo, num disco rigido, numa
disquete, na internet com um endereco fornecido na embalagem, ou
uma combinacdo destes meios. Podem ser fornecidos outros
componentes, tais como diluentes, tampdes, solventes, fita-cola,
parafusos e manutencdo das ferramentas para além da enzima, uma

ou mais cdnulas ou cateteres e/ou uma bomba.

As populacdes tratadas através dos métodos da presente
invencdo incluem, mas nao estadao limitadas a, doentes que
possuem, ou que estdo em risco de desenvolver, um disturbio

neurometabdélico, e. g., uma LSD, tal como as doencas listadas na
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Tabela 1, particularmente se essa doenca afecta o SNC e os
6rgdos viscerais. Numa forma de realizacdo ilustrativa, a doenca

¢ de doenca Niemann-Pick do tipo A.

Uma ASM ou outra enzima hidrolase lisossémica pode ser
incorporada numa composicdo farmacéutica uUtil para tratar, e.
g., inibir, atenuar, prevenir ou melhorar, uma condicgéao
caracterizada por um nivel insuficiente de uma actividade de
hidrolase lisossdémica. A composicgéao farmacéutica seré
administrada a um individuo que sofre de uma deficiéncia de
hidrolase lisossémica ou alguém que estd em risco de desenvolver
a referida deficiéncia. As composicdes devem conter uma
quantidade terapéutica ou profildctica da ASM ou outra enzima
hidrolase lisossdémica, num veiculo farmaceuticamente aceitéavel.
O veiculo farmacéutico pode ser qualguer substéncia compativel,
ndo tdéxica adequada para distribuir os polipéptidos ao doente.
Pode ser utilizada agua estéril, &lcool, gorduras e ceras como O
veiculo. Podem também ser incorporados adjuvantes, agentes
tamponantes e semelhantes farmaceuticamente aceitaveis, as
composicdes farmacéuticas. O veiculo pode ser combinado com a
ASM ou outra enzima hidrolase lisossdmica em gqualgquer forma
adequada para administracdo por 1injecg¢cdo intraventricular ou
infuséo (cuja forma ¢é também possivelmente adequada para
administracdao intravenosa ou intratecal) ou outra forma.
Veiculos adequados incluem, por exemplo, soro fisioldgico, &gua
bacteriostatica, Cremophor EL.TM. (BASF, Parsippany, NJ.) ou
soro fisioldgico tamponado com fosfato (PBS), outras solucdes de
soro fisioldgico, solucdes de dextrose, solucgcdes de glicerol,
emulsdes de dgua e 6leos, tais como aquelas produzidas com 6leos
de petrdleo, animal, vegetal, ou de origem sintética (6leo de
amendoim, &éleo de soja, &éleo mineral, ou déleo de sésamo). Pode

ser utilizado um CSF artificial como veiculo. O veiculo seréd, de
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um modo  preferido, estéril e livre de pirogénicos. A
concentracdo da ASM ou outra enzima hidrolase 1lisossdmica na
composicédo farmacéutica pode wvariar largamente, i. e., desde
pelo menos cerca de 0,01% em peso, até 0,1% em peso, até cerca

de 1% em peso, até 20% em peso ou mais da composicdo total.

Para administracd&o intraventricular de ASM ou outra enzima
hidrolase lisossémica, a composicdo deve ser estéril e deve ser
fluida. Deve ser estdvel nas condigdes do fabricante e
armazenamento e deve ser protegida contra a acgdo contaminante
de microrganismos, tais como bactérias e fungos. A prevencao da
accdo de microrganismos pode ser alcancada através de varios
agentes antibacterianos e antiftngicos, por exemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, &cido ascérbico, timerosal e semelhantes.
Em muitos casos, serd preferivel incluir agentes isotdnicos, por
exemplo, acgucares, poliadlcoois, tais como manitol, sorbitol,

cloreto de sdédio na composicéo.

A dosagem de ASM ou outra enzima hidrolase lisossdmica pode
variar em certa medida de individuo para individuo, dependendo
da enzima particular e da sua actividade especifica in vivo, da
via de administracédo, da condigcdo médica, idade, peso ou sexo do
doente, das sensibilidades do doente a ASM ou outra enzima
hidrolase lisossémica ou aos componentes do veiculo, e outros
factores que o médico assistente serd capaz de ter rapidamente
em conta. Embora as dosagens possam variar dependendo da doencga
e do doente, a enzima ¢é geralmente administrada ao doente em
quantidades desde cerca de 0,1 até cerca de 1000 miligramas por
50 kg de doente por més. Numa forma de realizacdo, a enzima é
administrada ao doente em quantidades desde cerca de 1 até cerca
de 500 miligramas por 50 kg de doente por més. Noutras formas de

realizagéo, a enzima ¢é administrada ao doente em quantidades
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desde cerca de 5 até cerca de 300 miligramas por 50 kg de doente
por més, ou cerca de 10 até cerca de 200 miligramas por 50 kg de

doente por més.

A taxa de administracdo é tal que a administracdo de uma
dose Unica pode ser administrada como um bdlus. Uma dose Unica
pode também ser infundida durante cerca de 1-5 minutos, cerca de
5-10 minutos, cerca de 10-30 minutos, cerca de 30-60 minutos,
cerca de 1-4 horas, ou consumir mais do que quatro, cinco, seis,
sete ou oito horas. Pode durar mais do gque 1 minuto, mais do que
2 minutos, mais do que 5 minutos, mais do que 10 minutos, mais
do que 20 minutos, mais do que 30 minutos, mais do que 1 hora,
mais do que 2 horas ou mais do que 3 horas. A requerente
observou que, embora a administracdo intraventricular de bdlus
possa ser eficaz, a infusdo lenta é muito eficaz. Embora a
requerente nado deseje estar limitada por qualquer teoria de
operacdo particular, pensa-se que a infusdo lenta é mais eficaz
devido ao metabolismo do liquido cefalorraquidiano (CSF). Embora
as estimativas e os cédlculos na literatura variem, pensa-se que
o metabolismo do 1ligquido cefalorraquidiano esteja dentro de
cerca de 4, 5, 6, 7 ou 8 horas nos humanos. Numa forma de
realizacdo, o tempo de infusdo lenta da invencdo deve ser medido
de modo a gue seja igual a, ou superior a, o tempo do
metabolismo da CSF. O tempo do metabolismo pode depender da
espécie, tamanho, e idade do individuo mas pode ser determinado
utilizando métodos conhecidos na técnica. A infusdo também pode
ser continua durante um periodo de um ou mais dias. O doente
pode ser tratado uma vez, duas, ou trés ou mais vezes por més,
e. g., semanalmente, e. g., a cada duas semanas. As 1infusdes
podem ser repetidas ao longo da vida de um individuo, consoante
a re-—acumulacdo do substrato da doenca no cérebro ou nos drgédos

viscerais. A re-acumulacdo pode ser determinada através de
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qualguer uma das técnicas que sdo bem conhecidas na técnica para
a i1dentificacdo e quantificacdo do substrato relevante, cujas
técnicas podem ser realizadas numa ou em mais amostras retiradas
do cérebro e/ou de um ou mais dos oérgdos viscerais. Essas
técnicas incluem ensaios enzimdticos e/ou imunoensaios, e. g.

radioimunoensaios ou ELISA.

O CSF esvazia-se para o sangue através das vilosidades
aracndéides e dos sinos vasculares intracranianos, distribuindo,
desse modo, as enzimas infundidas para os O6rgdos viscerais que
sdo conhecidos por serem afectados em LSD. Os 6rgdos viscerais
que sao frequentemente afectados na doenca de Niemann-Pick séo
0S8 pulmées, baco, rim, e figado. A infuséao lenta
intraventricular proporciona quantidades diminuidas do substrato
para uma enzima administrada pelo menos ao cérebro e
potencialmente aos érgdos viscerais. A reducdo no substrato
acumulado no cérebro, pulmdes, baco, rim, e/ou figado pode ser
dramdtica. Podem ser alcancadas redugdes superiores a 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%. A reducdo alcancada nao é
necessariamente uniforme de doente para doente ou mesmo de &rgao
para o6rgdo no mesmo doente. As redugbes podem ser determinadas
por qualguer uma das técnicas que sdo bem conhecidas na técnica,
e. g., através de ensaios enzimdticos e/ou técnicas de

imunoensaio, como aqui discutido noutro local.

Se desejado, a estrutura do cérebro humano pode estar
correlacionada com estruturas semelhantes no cérebro de outro
mamifero. Por exemplo, a maioria dos mamiferos, incluindo
humanos e roedores, apresenta uma organizacdo topografica
semelhante das projecgdes entorrinal-hipocampo, com os neurdnios
na parte lateral do <cértex lateral e mediano entorrinal

projectando a parte dorsal ou o pdlo septal do hipocampo,
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enquanto a projeccdo para o hipocampo ventral tem origem,
principalmente, nos neurdnios nas partes medianas do cértex
entorrinal (Principles of Neural Science, 42 ed., eds Kandel
et al., McGraw-Hill, 1991; The Rat Nervous System, 22 ed., ed.
Paxinos, Academic Press, 1995). Além disso, as células da
camada II do cértex entorrinal projectam-se para o giro denteado
do  hipocampo, e terminam nos dois tercos externos da
camada molecular do giro denteado. Os axénios das células da
camada III projectam-se bilateralmente para as &areas do cornu
ammonis CAl e CA3 do hipocampo, terminando na camada stratum

lacunose molecular.

Numa forma de realizagdo ilustrativa, a administracao ¢é
realizada através da infusdo da enzima LSD num ou em ambos 0S
ventriculos laterais de um individuo ou doente. Através da
infusdo nos ventriculos laterais, a enzima ¢é distribuida ao
local no cérebro em que a maior quantidade de CSF & produzida. A
enzima também pode ser infundida em mais do gue um ventriculo do
cérebro. O tratamento pode consistir numa infusd&o dunica por
local alvo, ou pode ser repetida. Podem ser utilizados multiplos
sitios de infusdo/injeccdo. Por exemplo, o0s ventriculos nos
quais a enzima ¢é administrada podem incluir os ventriculos
laterais e o quarto ventriculo. Em algumas formas de realizacgéo,
adicionalmente ao local de administracdo, a composicao contendo
a enzima LSD ¢é administrada a outro sitio gque ©pode ser
contralateral ou ipsilateral ao primeiro sitio de administracéo.
As injeccgbes/infusdes podem ser Unicas ou multiplas, unilaterais

ou bilaterais.

Para distribuir a solucdo ou outra composicdo contendo a
enzima especificamente a uma regido particular do sistema

nervoso central, tal como a um ventriculo particular, e. g., aos
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ventriculos laterais ou ao quarto ventriculo do cérebro, pode
ser administrada por microinjeccdo estereotdxica. Por exemplo,
no dia da cirurgia, os doentes possuirdo uma base de grelha
estereotdxica fixada no local (aparafusada ao créanio). O cérebro
com a base de grelha estereotédxica (compativel com MRI com
marcacdes fiducidrias) serd sujeita a processamento de imagem
utilizando MRI de elevada resolugcao. As 1imagens de MRI seréao
entdo transferidas para um computador gque corre um software
estereotédxico. Serd utilizada uma série de imagens coronéarias,
sagitais e axiais para determinar o sitio alvo da injeccédo do
vector, e trajectéria. O software traduz directamente a
trajectdéria em coordenadas tridimensionais apropriadas para a
grelha estereotdxica. S&do perfurados buracos de Burr acima do
local de entrada e o dispositivo estereotaxico localizado com a
agulha implantada a uma dada profundidade. A solugcdo da enzima
num veiculo farmaceuticamente aceitdvel serd depois injectada.
Podem ser utilizadas vias de administracdo adicionais, e. g.,
aplicacdo cortical superficial sob visualizacdo directa ou outra

aplicacéo nao estereotéxica.

Um modo de distribuicdo de uma infusdo lenta é utilizando
uma bomba. Essas bombas estdo disponiveis comercialmente, por
exemplo, de Alzet (Cupertino, CA) ou Medtronic (Minneapolis,
MN). A bomba pode ser implantavel. Outro modo conveniente de
administrar as enzimas é utilizar uma canula ou um cateter. A
canula ou cateter pode ser utilizado para miltiplas
administragdes separadas no tempo. As canulas e o0s cateteres
podem ser implantados estereotaxicamente. Estd contemplado que
as administracdes multiplas serdo wutilizadas para tratar o
doente tipico com uma doenca de armazenamento lisossdmico. Podem
ser utilizados cateteres e bombas separadamente ou em

combinacgéao.
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As doencas de armazenamento lisossdmico (LSD) incluem mais
de quarenta disturbios genéticos, muitos dos quais envolvem
defeitos genéticos em varias hidrolases lisossdmicas. Doengas de
armazenamento lisossdémico representativas e as enzimas

defeituosas associadas sdo listadas na Tabela 1.

A doenca de Gaucher resulta como uma consequéncia de uma
deficiéncia herdada da hidrolase glucocerebrosidase lisossdmica
(GC), conduzindo a acumulacdo do seu substrato, glucosilceramida
(GL-1), nos lisossomas dos histidécitos. A acumulacdo progressiva
de GL-1 nos macrdéfagos do tecido (células de Gaucher) ocorre em
varios tecidos. A extensdo da acumulacdo estd dependente em
parte do gendtipo. Clinicamente, sdo reconhecidos trés fendtipos
de Gaucher diferentes, o ndo neuropatico tipo 1, que é o mais
comum com o inicio, wvariando desde muito cedo na adolescéncia
até ao estado adulto, e 0s tipos neuropaticos 2 e 3,
apresentando-se na 1infdncia e ©precocemente na adolescéncia,
respectivamente. Qualguer um destes fendtipos pode ser tratado
de acordo com a presente invencdo. As principais manifestacgdes
clinicas comuns a todas as formas da doencga de Gaucher séo
hepatosplenomegalia, citopenia, fracturas dOsseas patoldgicas e,
ocasionalmente, faléncia pulmonar. Uma discussdo detalhada da
doenca de Gaucher pode ser encontrada em Online Metabolic &
Molecular Bases of Inherited Diseases, Parte 16, Capitulo 146 e
146.1 (2007). Em doentes com doenca de Gaucher de tipo 2 e
tipo 3 nos quais existe um envolvimento significativo do sistema
nervoso central, a distribuicdo intraventricular da enzima LSD
defeituosa conduz a um estado metabdlico melhorado do cérebro e
potencialmente os ¢érgdos viscerails afectados (ndo SNC). A
distribuicdo intraventricular da enzima LSD defeituosa em

individuos com doenca de Gaucher de tipo 1 conduz a um estado
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metabdlico melhorado dos dérgdos viscerais (ndo SNC) afectados.
Existem modelos animais da doenca de Gaucher, que derivaram de
modelos de murganho criados por disrupcédo direccionada do gene
de murganho correspondente. Por exemplo, existe um modelo de
murganho de Gaucher contendo a mutagdo D409V no locus GC do
murganho (Xu, Y-H et al., (2003). Am. J. Pathol. 163:2093-2101).
0 murganho heterozigdtico, gbaD4Q9%V/nulo, apresenta ~5% da
actividade de GC normal em tecidos viscerais e desenvolve
macréfagos com lipido ingurgitado (células de Gaucher) no
figado, baco, pulmdo e medula &ssea aos 4 meses de idade. Este
modelo é um sistema adequado para avaliar os seus beneficios e
determinar as condig¢des para a distribuicdo intraventricular da

enzima LSD defeituosa em individuos com doenca de Gaucher.

A doenga de Niemann-Pick (NPD) é uma doenga de armazenamento
lisossdmico e é um disturbio neurometabdlico herdado,
caracterizado por uma deficiéncia genética na esfingomielinase
adcida (ASM; esfingomielina colinofosfo-hidrolase, EC 3.1.3.12).
A falta de proteina ASM funcional resulta na acumulacgdo de
substrato de esfingomielina nos lisossomas de neurdnios e na
glia ao longo do cérebro. Isto conduz a formagdo de um grande
numero de lisossomas distendidos no pericario, que sado a
caracteristica de marca e o principal fendtipo celular de NPD de
tipo A. A presenga de lisossomas distendidos estd correlacionada
com a perda da func¢éo celular normal e 0 decurso
neurodegenerativo progressivo que conduz a morte do individuo
afectado na infancia precoce (The Metabolic and Molecular Bases
of Inherited Diseases, eds. Scriver et al., McGraw-Hill, ©Nova
Iorque, 2001, p. 3589- 3610). Os fendétipos celulares secundarios
(e. g., anormalidades metabdlicas adicionais) estédo também
associados a esta doenca, nomeadamente o nivel elevado de

acumulacao de colesterol no compartimento lisossdédmico. A
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esfingomielina possui uma forte afinidade para o colesterol, que
resulta no sequestro de grandes quantidades de colesterol nos
lisossomas de murganhos ASMKO e doentes humanos (Leventhal et al
(2001) J. Biol. Chem., 276:44976-44983; Slotte (1997) Subcell.
Biochem., 28:277-293; e Viana et al., (1990) J. Med. Genet.,
27:499-504.) Uma discussao detalhada da doenca NPD pode ser
encontrada em Online Metabolic & Molecular Bases of Inherited
Diseases, Parte 16, Capitulo 144 (2007). Existem modelos animais

de NPD. Por exemplo, os murganhos ASMKO sdo um modelo aceite de

doenca de Niemann-Pick tipos A e B (Horinouchi et al., (1995)
Nat. Genetics, 10:288-293; Jin et al., (2002) J. Clin. Invest.,
109:1183-1191; e Otterbach (1995) Cell, . 81:1053-1061). A

distribuicdo intraventricular da enzima LSD defeituosa conduz a
um estado metabdlico melhorado do cérebro e dos dérgdos viscerais

(ndo SNC) afectados.

As mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo de disturbios de
armazenamento lisossdmico causadas por deficiéncias das enzimas
que catalisam a degradacéao de glicosaminoglicanos
(mucopolissacaridos) . Existem 11 deficiéncias de enzima
conhecidas que dao origem a 7 MPS distintas, incluindo MPS I
(Sindromes de Hurler, Scheie, e Hurler-Scheie) e MPS II
(Sindrome de Hunter). Qualquer MPS pode ser tratada de acordo
com a presente invencdo. Uma discussao detalhada de MPS pode ser
encontrada em Online Metabolic & Molecular Bases of Inherited
Diseases, Parte 16, Capitulo 136 (2007). Existem varios modelos
animais de MPS, que derivaram de mutacgdes que ocorrem
naturalmente em caes, gatos, ratos, murganhos e cabras, assim
como modelos de murganhos criados por disrupgao direccionada do
gene de murganho correspondente. As caracteristicas bioquimicas
e metabdlicas destes modelos animais sdo, geralmente, muito

semelhantes aos encontrados em humanos; todavia, as
26



apresentacgdes clinicas podem ser mais moderadas. Por exemplo, oS
modelos aceites para MPS I incluem um modelo de murino [Clark,
LA et al., Hum. Mol. Genet. (1997), 6:503] e um modelo de canino
[Menon, KP et al., Genomics (1992), 14:763. Por exemplo, modelos
aceites para MPS II incluem um modelo de murganho [Muenzer, J.
et al., (2002), Acta Paediatr. Suppl.; 91(439):98-9]. Nos MPS
que possuem o envolvimento do Sistema nervosa central, tal como
se encontra em doentes com MPS I e MPS II, a distribuicéao
intraventricular da enzima LSD defeituosa conduz ao estado
metabdlico melhorado do cérebro e potencialmente os &érgaos

viscerais (ndo SNC) afectados.

A doenca de Pompe ou doenca de armazenamento de glicogénio
tipo II (GSDII), também denominada deficiéncia da maltase &cida
(AMD) & um disturbio herdado do metabolismo do glicogénio
resultando de defeitos na actividade da hidrolase lisossdmica
alfa-glucosidase &cida em todos os tecidos de individuos
afectados. A deficiéncia enzimdtica resulta na acumulacéo
intralisossdémica de glicogénio da estrutura normal em nNUMErosos
tecidos. A acumulacdo ¢é mais acentuada no musculo cardiaco e
esquelético e em tecidos hepéaticos de criancas com o disturbio
generalizado. Na GSDII de inicio tardio, a acumulacao
intralisossdémica de glicogénio estd virtualmente limitada ao
musculo-esquelético e ¢é de menor magnitude. Anormalidades
electromiograficas sugestivas do diagnéstico incluem descargas
pseudomioténicas e irritabilidade, mas em doentes com um inicio
juvenil e adulto, as anormalidades podem variar em musculos
diferentes. Os rastreios por TAC podem divulgar o(s) sitio(s)
dos musculos afectados. A maioria dos doentes tem niveis
elevados de cinase de creatina (CK) no plasma sanguineo e podem
ser encontrados aumentos das enzimas hepdticas, particularmente

em doentes com inicio no estado adulto. Existem varios modelos
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animais que ocorrem naturalmente da doeng¢a com inicio infantil e
tardio. Existe um modelo de murganho desactivado [Bijvoet AG
et al., Hum. Mol. Genet. (1998); 7:53-62.]. 0Os efeitos de
melhoria da terapia enzimdtica foram descritos em murganhos com
o0 gene desactivado [Raben, N et al., Mol. Genet. Metab. (2003);
80: 159-69] e num modelo de codorniz. A distribuicéao
intraventricular da enzima LSD defeituosa conduz ao estado
metabdlico melhorado do cérebro e potencialmente os &érgaos

viscerais (ndo SNC) afectados.

As lipofuscinoses cerdides neuronais (NCL) sdo um grupo de
distirbios neurodegenerativos que se distinguem de outras
doencas neurodegenerativas pela acumulacao de material
autofluorescente (“pigmento de envelhecimento”) no cérebro e
outros tecidos. As principais caracteristicas clinicas incluem
tonturas, deterioracdo psicomotora, cegueira e morte prematura.
Foram reconhecidos subgrupos distintos de NCL que diferem na

idade do inicio dos sintomas e o aparecimento do material de

armazenamento por microscopia electrénica. Trés grupos
principais - infantil (INCL), cléssica infantil tardia (LINCL),
e juvenil (JNCL3 também referida como doenca de Batten) - séo

causadas por mutacdo autossdmica recessiva nos genes CLN1 CLN2,
e CLN3, respectivamente. As proteinas produtos dos genes CLN1
(proteina palmitoil-tiocesterase) e CLN2 (tripeptidilpeptidase ou
pepinase) séo enzimas lisossdmicas soluveis, enquanto a proteina
CLN3 (batenina) ¢ uma proteina lisossdémica da membrana, como &
(tentativamente) a proteina CLN5. A identificacdo das mutagdes
em genes que codificam as proteinas 1lisossdmicas em varias
formas de NCL levou ao reconhecimento das lipofuscinoses como
verdadeiros disturbios 1lisossdémicos. Qualquer subgrupo do NCL
pode ser tratado de acordo com a presente invencdo. Uma

detalhada discussédo da doenca NCL pode ser encontrada na Online
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Metabolic & Molecular Bases o0f Inherited Diseases, Parte 16,
Capitulo 154 (2007). Os disturbios NCL que ocorrem naturalmente
foram descritos nos modelos em ovelha, cao, e murganhos
foram derivados por ruptura dirigida de um gene de
murganho correspondente [ver e. g., Katz, ML et al.,
J. Neurosci. Res. (1999); 57:551-6; Cho, SK et al., Glicobiology
(2005); 15:637-48] A distribuicdo intraventricular da enzima
deficiente da LSD leva a estados metabdlicos melhorados do
cérebro e possivelmente dos érgéos viscerais (ndo—-SNC)

afectados.

Uma discussdo detalhada dos disturbios do armazenamento
lisossdmico adicional divulgada na Tabela 1, em dque a
distribuicdo intraventricular da enzima deficiente LSD na
doenca, pode ser encontrada em Online Metabolic & Molecular

Bases of Inherited Diseases, Parte 16 (2007).

A descricédo acima descreve geralmente a presente divulgacéo.

As referéncias aqui divulgadas sao expressamente
incorporadas por referéncia. Um entendimento mais completo pode
ser obtido por referéncia com os exemplos especificos que se
seguem aqui proporcionados apenas com o propdsito de ilustracéo,

e nédo se pretende que limite o &mbito da invencéo.

EXEMPLO 1

Modelo animal

Os murganhos ASMKO s&doc um modelo aceite para os tipos A e B

da doenca de Niemann-Pick (Horinouchi et al., (1995) Nat.
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Genetics, 10:288-293; Jin et al., (2002) J. Clin. Invest.,

109:1183-1191; e Otterbach (1995) Cell, 81:1053-1061) . A
doenca de Niemann-Pick (NPD) é classificada como uma
doenca de armazenamento lisossdédmico e é um distarbio

neurometabdlico hereditdrio caracterizado por uma deficiéncia
genética na esfingomielinase adcida (ASM; esfingomielina
colinefosfo-hidrolase, EC 3.1.3.12). A falta de proteina ASM
funcional resulta na acumulacdo do substrato esfingomielina nos
lisossomas de neurdénios e glia no cérebro. Isto leva a formacédo
de um grande numero de lisossomas distendidos no pericédrio, que
sdo uma caracteristica especifica e o fendétipo celular priméario
do tipo A de NPD. A presenca de lisossomas distendidos
correlaciona com a perda da funcao celular normal €& um pPercurso
neurodegenerativo progressivo que leva a morte do individuo
afetado precocemente na inféncia (The Metabolic and Molecular
Bases of Inherited Diseases, eds. Scriver et al., McGraw-Hill,
Nova Iorque, 2001, P- 3589-3610) . Os fendétipos celulares
secundarios (e. g., anormalidades metabdlicas adicionais) séo
também associados com esta doenga, notavelmente o elevado nivel
de acumulacdo de colesterol no compartimento lisossdémico. A
esfingomielina possui uma afinidade forte para o colesterol, que
resulta no sequestro de grandes quantidades de colesterol nos
lisossomas de murganhos ASMKO e doentes humanos (Leventhal
et al. (2001) J. Biol. Chem., 276:44976-44983; Slotte (1997)
Subcell. Biochem., 28:277-293; e Viana et al. (1990) J. Med.
Genet., 27:499-504.)
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EXEMPLO 2

“Infusdo Intraventricular continua de rhASM em murganho

ASMKO"”

Objectivo: Determinar qual o) efeito da infuséao
intraventricular da ASM recombinante humana (rhASM) na patologia
do armazenamento (1. e., armazenamento de esfingomielina e

colesterol) no cérebro de murganhos ASMKO

Métodos: murganhos ASMKO foram implantados
estereotaxicamente com uma cénula guia interna entre as 12 e
13 semanas de idade. As 14 semanas de idade os murganhos foram
infundidos com 0,250 mg de hASM (n=5) durante um periodo de 24 h
(~0,01 mg/h) durante 4 dias seguidos (foi administrado 1 mg no
total) utilizando uma sonda de infusdo (encaixa dentro da canula
guia) que é ligada a uma bomba. A hASM liofilizada foi
dissolvida em fluido espinal cerebral artificial (aCSF) antes da
infusdo. Os murganhos foram sacrificados 3 dias pdés infusdo. No
sacrificio 0s murganhos foram sobredoseados com eutasol
(>150 mg/kg) e depois  perfusionados com  PBS ou 4% de
parformaldeido. O cérebro, figado, pulmdo e baco foram removidos
e analisados quanto aos niveis de esfingomielina (SPM). O
tecido do cérebro foi dividido em 5 secgdes antes da andlise de
SPM (S1 = frente do cérebro, S5 = parte anterior do cérebro;

ver Fig. 1)
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Tabela 2.

Grupo Tratamento n
ASMKO 0,0250 MG (1 mg no total) 5
ASMKO Nenhum 4
WT Nenhum 4

Resumo dos resultados: a infusdo intraventricular de hASM a
0,250 mg/24 h durante 4 dias continuos (1 mg no total) resultou
na coloracdo de hASM e eliminacdo de filipina (1. e.,
armazenamento de colesterol) no cérebro dos ASMKO. A anéadlise
bioguimica mostrou que a infusdo intraventricular de hASM também
levou a uma redugdo global nos niveis de SPM no cérebro. Os

niveis de SPM foram reduzidos para os niveis do tipo selvagem

(WT). Foi também observada uma significativa reducdo na SPM no
figado e Dbaco (um tendéncia decrescente foi observada no
pulméo) .

EXEMPLO 3

“Distribuicéo intraventricular de hASM em Murganhos

ASMKO II”

Objectivo: Determinar a menor dose eficaz durante um periodo

de infusdo de 6 h.

Métodos: murganhos ASMKO foram implantados
estereotaxicamente com uma cénula guia interna entre as 12 e
13 semanas de idade. As 14 semanas de idade os murganhos foram

infundidos durante um periodo de 6 horas numa das seguintes
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doses de hASM: 10 mg/kg (0,250 mg; n=12), 3 mg/kg (0,075 mg;
n=7), 1 mg/kg (0,025 mg; n=7), 0,3 mg/kg (0,0075 mg; n=7), ou
aCSF (fluido espinal cerebral artificial; n=7). Dois murganhos
de cada nivel de dose foram perfusionados com 4% de
parformaldeido imediatamente a seguir as 6 h de infusdo para
avaliar se a distribuicdo da enzima no cérebro (o sangue foi
também colhido a partir destes para determinar os niveis de hASM
no S0ro) . Os restantes murganhos de cada grupo foram
sacrificados 1 semana apds a infusdo. 0Os tecidos do cérebro,
figado, e pulmdo destes murganhos foram analisados quanto aos

niveis de SPM como no estudo 05-0208.

Tabela 3.

Grupo Tratamento n
AMSKO 0,250 mg (10 mg/kg) 12
AMSKO 0,075 mg (3 mg/kg) 7
AMSKO 0,025 mg (1 mg/kg) 7
AMSKO 0,0075 mg (3 mg/kg) 7
AMSKO aCSF 7
WT Nenhum 7

Resumo dos resultados: hASM intraventricular por um periodo
de 6 h levou a uma reducdo significativa nos niveis de SPM
através do cérebro independentemente da dose. Os niveis de SPM
no cérebro em murganhos tratados com as doses > 0,025 mg foram
reduzidos aos niveis dos WI. Os niveis de SPM dos 6rgaos
viscerais foram também significativamente reduzidos (mas néo

para os niveis dos WT) numa maneira dependente da dose. A apoiar

33



esta observacdo a proteina hASM foi também detectada no soro de
murganhos ASMKO infundidos com a proteina hASM. A anéalise
histoldégica mostrou que a proteina hASM foi  amplamente
distribuida no cérebro (de S1 a 8bH) apdés administracéo

intraventricular de hASM.

EXEMPLO 4

“Infusdo intraventricular de rhASM em murganhos ASMKO III”

Objectivo: Determinar (1) o tempo que a SPM leva para
re—acumular no cérebro (e medula espinal) apds uma infusdo de
6 h de hASM (dose = 0,025 mg); (2) se existem diferencas
conforme o sexo em resposta a administracgdo intraventricular de
hASM (experiéncias prévias demonstram que existem diferencgas
conforme o sexo na acumulacdo de substrato no figado, se isto

ocorre ou ndo no cérebro nado € conhecido).

Métodos: murganhos ASMKO foram implantados
estereotaxicamente com uma canula guia interna entre as 12 e
13 semanas de idade. As 14 semanas de idade os murganhos foram
infundidos por um periodo de 6 h com 0,025 mg de hASM. Apds

distribuicdo intraventricular de hASM, 0os murganhos foram

sacrificados a 1 semana pds infusdo(n = 7 machos, 7 fémeas) ou
as 2 semanas pds infusdo(n = 7 machos, 7 fémeas) ou as 3 semanas
pdés infusd&o(n = 7 machos, 7 fémeas). No sacrificio, o cérebro,

medula espinal, figado e pulmdes foram removidos para andlise

SPM.
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Tabela 4.

Grupo Tratamento N Sacrificio

ASMKO macho 0,025 mg 7 1 semana pds infuséo
ASMKO fémea 0,025 mg 7 1 semana pds infusao
ASMKO macho 0,025 mg 7 2 semanas pds infusao
ASMKO fémea 0,025 mg 7 2 semanas pods infuséo
ASMKO macho 0,025 mg 7 3 semanas po6s infuséao
ASMKO fémea 0,025 mg 7 3 semanas pdés infusédo
ASMKO macho aCSF 7 1 semana pds infuséo
ASMKO fémea aCSF 7 1 semana pds infuséo
WT macho Nenhum 7 1 semana pds infuséo
WT fémea Nenhum 7 1 semana pds infuséo

As amostras de tecido sdo preparadas para andlise SPM.

EXEMPLO 5

“Efeito de infusdo intraventricular de rhASM na funcéao

cognitiva em murganhos ASMKO”

Objectivo: determinar se a infusdo intraventricular de rhASM
alivia os défices cognitivos induzidos pela doenca em murganhos

ASMKO.

Métodos: murganhos ASMKO s&o estereotaxicamente implantados
com uma canula guia interna entre as 9 e 10 semanas de idade. As
13 semanas de idade, os murganhos sdo infusionados por um

periodo de 6 h com 0,025 mg de hASM. As 14 e 16 semanas de
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idade, o0s murganhos fazem um teste cognitivo utilizando o

labirinto de Barnes.

EXEMPLO 6

“Distribuig¢do da proteina hASM no SNC de ASMKO apds infuséo

intraventricular”

Objectivo: determinar a distribuicdo da proteina hASM (como
funcdo do tempo) no cérebro e medula espinal de murganhos ASMKO

apdés infusédo intraventricular.

Métodos: murganhos ASMKO sdo implantados estereotaxicamente
com uma céanula guia interna entre as 12 e 13 semanas de idade.
As 14 semanas de idade os murganhos sdo infundidos por um
periodo de 6 h com 0,025 mg de hASM. Apds o procedimento de
infusdo os murganhos sdo ou sacrificados 1imediatamente ou

1 semana ou 2 semanas ou 3 semanas mais tarde.

Tabela 5. 1Indica os tempos de 1infusdo que podem ser
utilizados com uma enzima particular para o tratamento da doenca

em que é deficiente como indicado na Tabela 1.

Tempo de Infuséo

Enzima para Infusdo BOLUS | 1-5 5- 1-5 | 1-5 1-4 mais mais mais mais mais
min 10 min | min | horas do do do do do
min que 4 | que 5 | que 6 | que 7 | que 8

horas | horas | horas | horas | horas

Aspartilglucosaminidase X X X X X X X X X X X
Alfa—-Galactosidase

Protein Palmitoil X X X X X X X X X X X
Tioesterase

Tripeptidilpeptidase

Proteina Lisossdémica X X X X X X X X X X
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(Continuacéao)

Tempo de Infusédo

Enzima para Infusédo BOLUS | 1-5 5- 1-5 1-5 1-4 mais mais mais mais mais
min 10 min | min | horas do do do do do
min que 4 [ que 5 | que 6 | que 7 | que 8

horas | horas | horas | horas | horas

Transmembranar

Transportador de X X X X X X X X X X X
Cisteina

Ceramidase 4cida X X X X X X X X X X

Alfa-L-fucosidase acida

Protein

protetora/catepsina A

Beta—glucosidase &cida, X X X X X X X X X X X

ou beta-galactosidase

4cida
Iduronato—2-sulfatase X X X X X X X X X X X
Alfa—-iduronidase X X X X X X X X X X X
Galactocerebrosidase X X X X X X X X X X X
Alfa-manosidase &cida X X X X X X X X X X X
Beta—-manosidase X X X X X X X X X X X
Arilsulfatase B X X X X X X X X X X X
Arilsulfatase A X X X X X X X X X X X
N—acetilgalactosamina— X X X X X X X X X X X
6—sulfato
Beta—galactosidase X X X X X X X X X X X
4cida
N—acetilglucoseamina-1 X X X X X X X X X X
Esfingomielinase &cida X X X X X X X X X X
Referéncias

1 ) Belichenko PV, Dickson Pt, Passage M, Jungles S, Mobley
WC, Kakkis ED. Penetration, diffusion, and uptake of recombinant
human alpha-l-iduronidase after intraventricular injection into

the rat brain. Mol Genet Metab. 2005;86(I-2):141-9.

2) Kakkis E, McEntee M, Vogler C, Le S, Levy B, Belichenko
P, Mobley W, Dickson P, Hanson S, Passage M. Intrathecal enzyme

substitution therapy reduces lisosomal storage in the brain and
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meninges of the canine model of MPS I. Mol Genet Metab. 2004;
S3(1-2):163-74.

3) Bembi B, Ciana G, Zanatta M, et al. Cerebrospinal-fluid
infusion of alglucerase in the treatament for acute

neuronopathic Gaucher's disease. Pediatr Res 1995;38:A425.

4) Lonser RR, Walbridge Ss Murray GJ, Aizenberg MR,
Vortmeyer AO, Aerts JM, Brady RO, 0ldfield EH. Convection
perfusion of glucocerebrosidase for neuronopathic Gaucher's

disease. Ann Neurol. 2005 Apr;57(4):542-8.
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REIVINDICACOES

Esfingomielinase 4&cida para utilizacdo na prevencado ou
tratamento da doenca de Niemann-Pick A ou B num doente, em
que a referida ©prevencdo ou tratamento compreende a
administracdo intraventricular de uma esfingomielinase &cida
no cérebro do doente e a administracdo de uma dose unica da

esfingomielinase &cida consome mais do que seis horas.

Esfingomielinase 4&cida para wutilizacdo de acordo com a
reivindicagdo 1, em que a administracdo de uma dose Unica da
esfingomielinase acida consome mais do gque sete horas ou

mais de oito horas.

Esfingomielinase &cida para wutilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 1 ou reivindicacdo 2, em dque a referida
prevengao ou tratamento compreende a administracadao da
esfingomielinase 4&cida aos ventriculos laterais e/ou ao

quarto ventriculo do cérebro.

Esfingomielinase 4cida ©para utilizacdo de acordo com
qualquer uma das reivindicacbdes 1 a 3, em gque a quantidade
de esfingomielinase 4acida a ser administrada ao doente é
suficiente para reduzir os niveis de -esfingomielina no

figado, pulmdes, bago ou rins do doente.

Esfingomielinase 4&cida para utilizacdo de acordo com
qualquer uma das reivindicacbes 1 a 4, em gque a prevengao ou
tratamento compreende a monitorizacdo dos niveis de

esfingomielina no doente e a administracéo de



esfingomielinase &cida adicional em resposta aos niveis de

esfingomielina determinados.

Esfingomielinase 4cida para utilizacdo de acordo com
qualquer uma das reivindicacgdes 1 a b, em que a

esfingomielinase acida é uma esfingomielinase acida humana.

Esfingomielinase 4cida para utilizacdo de acordo com
qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 6, em que a
esfingomielinase acida partilha pelo menos 95% de identidade
de sequéncia de aminodcidos, pelo menos 96% de identidade de
sequéncia de aminoacidos, pelo menos 97% de identidade de
sequéncia de aminodcidos, pelo menos 98% de identidade de
sequéncia de aminoadcidos, pelo menos 99% de identidade de
sequéncia de aminodcidos, ou 100% de identidade de sequéncia
de aminodcidos e uma esfingomielinase &cida possuindo a

sequéncia de aminodcidos que € apresentada na SEQ ID N¢: 1.

Esfingomielinase 4cida para utilizacdo de acordo com
qualquer uma das reivindicacgbes 1 a 7, em que a
esfingomielinase &cida é para ser administrada utilizando um

cateter interior.
Esfingomielinase 4cida para utilizacdo de acordo com

qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 3, em que a

administracdo compreende uma pluralidade de infusdes.

Lisboa, 10 de Outubro de 2014
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FIG. 5

SPM (mg/mL)

0.14
0.13
0.12-
0.41-
0,104
0.08-
0.08+
0.07-
0.05+
0.05-
0.04-
0.03-
0.02+
0.014

5/10

0.00

Seccédo do Cérebro

KO

i®] 10 mg/kg (.250 mg)
Il 1 mg/kg{.025 mg)
R .3 mg/kg (.0075 mg)

CaOwWT




6/10

Figado Puimao

0.50+

SPRH (mg/mL)

0.004 SRR .
280 mg 025 mg .0075 mg

Niveis de sorc hASM

rhASM (iLg/mL)

KO 250mg 025mg 0076mg WT
Fig. 6.



FIG. 7.
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em 32% dos doentes com Ashkenazi Jewish com NPA

em falta (em NPB; prevalente entre os doentes com NPB do
Magreb do Norte de Africa).
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Fig. 8

Ventriculos Laterais

Plexo Cordide

Aqueduto de Silvius

Foramen de Monroe

Terceiro Ventriculo Quarto Ventriculo

Foramen de Luschka

Foramen de Magendia



9/10

Massa Intermédia
Terceiro Ventriculo

Ventriculo Lateral:
Corno Posterior

Ventriculo Lateral;

Corno Anterior Aqueduto Cerebral

Foramen Intraventricular Quarto ventriculo

Ventriculo Lateral:
Corno Inferior

Recesso Lateral do
quarto ventriculo

Ventriculos do Cérebro: Vista Lateral

Ventriculo Lateral:
Corno Anterior

Terceiro Ventriculo

Ventriculo Lateral:
Corno Inferior

Aqueduto Cerebral

Quarto Ventriculo
Foramen de Luschka

Ventriculo Lateral:
Recesso Lateral do Corno Posterior
quarto ventriculo

Fig.9Ae¢9B

Ventriculos Cerebrais: Vista Superior



10/10

Fig. 10.
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