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(57) Resumo: NOVO CONJUGADO DE POLIETILENO GLICOL
ES”TAVEL DE INTERFERON ALFA, REPRESENTADO POR UM
ISOMERO POSICIONAL; apresente invencgio refere-se ao campo da
indistria farmacéutica e da medicina, particularmente a novos
derivados de PEG-interferon e a descoberta de um novo cénjugado de
interferon funcionalmente ativo, e altamente estavel para polietileno
glicol com uma atividade de interferon alfa, com imunogenicidade
reduzida, com efeitos biolégicos prolongados e parametros
farmacocinéticos melhorados da férmula geral: CH; (O CH, CHy) O
(CH,_ N®H-IFM onde: n - valores integrais de 227 a 10 000, de forma
que o peso molecular de PEG é de aproximadamente 10 000 - 40 000
Da; m- nimero inteiro > 4; IFN- polipeptideo natural ou recombinante
apresentando a atividade de IFN-alfa. A invengao também se refere a
farmacos contendo o conjugado mencionado da férmula (1),
composi¢cbes farmacéuticas contendo conjugado de PEG-IFN e
excipientes terapeuticamente aceitaveos adequados para o tratamento
de infeccbes virais e cancer, assim como doends associadas a
imodeficiéncia primaria e secundaria. A invengao refere-se também ao
uso de conjugado na férmula (I) em produtos medicinais, que
apresentam atividade antiviral, antiproliferativa e imunomodulatéria, a
métodos de prevencgdo e/ou tratamento de docnegas associadas a
imodeficiéncia primaria ou secundaria que incluem a administragdo de
quantidade terapeuticamente efetiva de conjugado da férmula (1), e ao
recipiente com tal composigao farmacéutica.
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NOVO CONJUGADO DE POLIETILENO GLICOL ESTAVEL DE INTERFERON
ALFA, REPRESENTADO POR UM ISOMERO POSICIONAL

DESCRIGAO

A presente invengao refere-se ~a .. produtos.
farmacéuticos, nomeadamente, a conjugados de agao
fisiolégica de interferon, particularmente, a novos

_conjugados de interferon com polietileno glicol (PEG), que

podem ser usados na medicina, por exemplo, para O
tratamento de doencas virais, imunoldgicas e ancoldgicas.

Interferons (IFN) s3o um grupo de proteinas de agao
biolégica ou glicoprotéicas que s3o produzidas por vVvarias
células em resposta 5'infeccéo viral ou como'um"resultédo
de impacto de certas substéncias quimicas e bioldégicas nas
células (Isaacs & Lindeman, 1957; Pestka et al., 2007). A
conjugagdo de IFEN .com receptores celulares leva a. indugéo
de um numero de proteinas intracelulares que mediam efeitos
IFN (Pestka et al., 2004; Bekisz, 2004) .

Genes de diferentes IFNs humanos s&o clonados e
expressos em células animais e Dbacterianas, e como
resultado muitos IFNs recpmbinaptes' foram desenvolvidos
(Pestka et al., 2004; Pestka, 2007) . Medicamentos contendo
IFN recombinante s3o usados na pratica clinica para tratar
uma faixa de doencas virais, oncoldgicas e imunoldégicas
(Pestka et al., 2004; Chevaliez & anlotsky, 2009) .

Atualmente, medicamentos a base de interferon sao
usados na pratica clinica para tratar uma faixa de doengas
virais, oncoldgicas e imunoldégicas (Pestka et al., 2004).
Medicamentos a base de IFN s&o os mais usados para O
tratamento de hepatite viral (Chevaliez & Pawlotsky, 2009),
que é um dos. problemas sociais mais sérios. Hoje existem
aproximadamente 350 milhdes de pacientes infectados
cronicamente com o virus da hepatite B e 170 milhdes de

pacientes com hepatite C (Marcellin, 2009) em todo o mundo.
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A Hepatite C na maioria dos casos assume um Curso crdnico
que leva a consequéncias graves - cirrose hepatica e
carcinoma hepatocelular (Modi & Liang, 2008). De acordo com
a Organizagdo Mundial de Saude, desde 1961 a hepatite
crénica e a cirrose hepatica mudou da 10a para a 5a,6 posigao
como causa mortis nos EUA e em paises da Europa Ocidental
(Marcellin, 2009).

O uso de medicamentos contendo IFN €& usula para o
tratamento de leucemias e tumores sdélidos, incluindo
melanoma recorrente (Bukowski et al., 2002; Decantris et

al., 2002; Qintas-Cardama et al., 2006) .

A eficadcia de medicamentos contendo IFN nativo é

limitada pela rapida absorgdo através do ‘tecido

subcutdneo, pelo grande volume de distribuigdo, pela
estabilidade relativamente baixa, pela meia-vida curta,
pela elevada imunogenicidade e toxicidade (Wills, 1990).
Como resultado, em poucas horas apds a administragao,
observa-se uma rapida queda da concentragdo de IFN no
plasma‘sanguineo, e -0 interferon ndo pode ser detectado no
plasha j& apds 24 horas desde a injegdo (Chatelut et al,
1999) . O declinio répido da concentragdo de interferon
provoca um recomego de replicagdo viral e aumehto da
concentracdo de particulas virais (Lam et al., 1997). Por
consequéncia, existe uma necessidade de frequentes
inje¢cdes de IFN para obter concentracdes terapéuticas
eficazes no plasma sanguineo, resultando em efeitos
colaterais dose-dependentes, pois esta monoterapia de
hepatite C crdnica (CHC) com IFN-a2b durante 12 meses
provoca uma resposta virolégica continuada em apenas 15 -
20% dos pacientes, enquanto em pacientes com gendétipo Ib e

elevada carga viral a eficdcia do medicamento nao foi

. absolutamente observada (McHutchinson et al., 1998) .

A eficidcia terapéutica de IFN pode ser aumentada

mediante o uso de farmacos de liberagao prolongada,
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particularmente IFNS PEGuilados (Manns et al, 2001;
Hadziyannis et al, 2004; Zeuzem et al., 2001) . IFNs
PEGuilados resultam da conjugag¢do quimica de moléculas de
interferon com o polimero = - por exemplo,
monometoxipolietileno glicol (MPEG), gque consiste em
repetir residuos de O&xido de etileno com um grupo metoxi
em uma porg¢do terminal e um grupo hidroxila - em outra.
Moléculas MPEG podem apresentar peso molecular diferente e
a estrutura estereoquimica (linear ou ramificada). Para a
reac3o de PEGuilagdo grupo hidroxila na extremidade do
MPEG é ativado através de varios grupos funcionais
reativos MPEG ativado pode ser convalentemente conjugado
com uma proteina em uma ou varias’ locallzagoes, dependendo
da natureza do Jgrupo "ativado e das condigdes de reagdo
(Zalipsky & Hurris, 1997; Roberts et al, 2002) .

PEGuilagdo de IFN leva a uma melhor farmacocinética,
a uma meia-vida aumentada, flutuagdes reduzidas de
concentragdo no sangue, a imunogenicidade e toxicidade
reduzidas, a atividade aumentada in vivo (com diminuigao
de atividade in vitro); a estabilidade aumentada (Glue et
al, 2000;7Reddy et al, 2001).

Atividade reduzida no sistema in vitro depende do
peso molecular PEG. Conjugagdo de uma molécula PEG pequena
com peso molecular £ 5000 Da provoca ligeiras alteragdes
na atividade in vitro (Grace et al, 2005). Propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas de proteinas
PEGuiladas contendo PEG com tal massa e de proteinas nao
modificadas quase n3o diferem. Conjugagao de PEG com peso
molecular maior 1leva a uma redugdo significativa de
atividade biolégica in vitro como resultado de conjugagao
ineficiente com o Treceptor, wmas neste caso, pode-se
verificar uma melhora significativa de propriedades
farmacocinéticas e farmacodinémicas de proteinas

PEGuiladas (Delgado et al., 1992), resultando em uma
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atividade biolégica aumentada in vivo (Bailon & Berthold,
1998). A estrutura PEG também afeta a atividade bioldégica
e propriedades famracocinéticas - conjugado com PEG linear
apresenta um volume de distribuigdo maior do que conjugado
com estrutura PEG ramificada (Caliceti et al, 2063).

Atividade antiviral e propriedades \biolégicas de
conjugados PEG-IFN dependem também do uso de diferentes
MPEGs ativados, ja& que seus grupos funcionais variam pela
sua capacidade em wmodificar diferentes residuos de
aminoacido de proteina e pelo tipo de 1ligagdes quimicas
formadas com a proteina (Roberts et al, 2002). Para
peguilacdo de proteina s3o amplamente empregados MPEGs
ativados que s&o capazes de 'conjugér cdm.'grupos amino
livres de proteinas (carbonato de succinimida, succinato
de succinimida, trisilato, triazina, ésteres de
hidroxisuccinimida, acetal de aldeido -etc..).

" S3o conhecidos atualmente og seguintes conjugados de
PEG-IFN.

E conhecido um conjugado PEG>IFN—a2a com PEG linear
com peso molecular 1-5 000 Da (Patente US No.75,382,657,
1995). Para a conjugagdo MPEG sd3o usados derivados de
etanodiol, a reagdo foi realizada com pH = 10 sob
temperatura ambiente durante 0,5-4 horas. Para a reagao
de peguilagdo do IFN foi usado trés vezes o excesso de
PEG. Nas condic¢des empregadas, a 1ligagdo de PEG a IFN
ocorreu via acessabilidade estérica de grupos amino livres
de diferentes 1lisinas (Lys-31, Lysl133, Lysl34, Lys23,
Lys131, Lys 121, Lys70, Lys83, Lys49 e Lysl1l2) com a
formacio de ligagdes carbamida (Monkarsh et al., 1997).

Desse modo, PEG-IFN-02a consistiu de uma mistura dos

isémeros posicionais resultantes de conjugado PEG-IFN-aZ2a,
sendo que cada isbmero continha um PEG simples. Em
comparagdo com IFN n3o modificado a atividade antiviral

especifica de isbmeros variou de 6% (para Lysll2) para 40%
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(para Lysl133). A atividade especifica total do conjugado

obtido composto de 11 isdémeros foi de 34% de IFN nao

modificado. A atividade desses conjugados in vitro também

dependeu do peso molecular de PEG e se estendeu de 45%
(para 2500 Da PEG) a 25% (no. caso de 10 000 Da PEG) . As
desvantagens do conjugado resultante foram as seguintes:

1. Uso do MPEG etanodiol-ativado com baixo peso
molecular (< 5000 Da) . Como resultado parametros
farmacocinéticos do conjugado de PEG-IFN e IFN nao
modificado apresentaram apenas uma ligeira diferenga. PoOr
conseguinte, um conjugado desse tipo ndo passou por testes
clinicos;

2. Formagdo de um amplo  nudmeroc de isbmeros
posicionais com atividade especifica diferente, devido a
conjugagdo de PEG com uma molécula IFN através de grupos
amino livres de diferentes lisinas.

Existem conjugados PEG-IFN-a2b conhecidos, obtidos

por conjugagdo de IFN-a2b nativo com derivados de MPEG
lineares (patente RU 2311930, 2004) ou ramificados
(patente RU 2382048, 2008) com peso molecular de 13 000 -
17 000 Da. A reacdo foi conduzida com pH 9,5.por 60 horas
(para o MPEG linear) ou com pH 7,5 por 12 horas (para o
MPEG ramificado), utilizando excesso molar de 50-100 vezes
de PEG ativado. Foram assim obtidos conjugados de PEG-IFN,
sendo que a atividade antiviral total destes variou de 29
a 38% da atividade de IFN ndo modificado. Nado foram
apresentados dados sobre estabilidade de conjugado, ©
nimero de is®meros posicionais e sua atividade antiviral
especifica. As desvantagens desses conjugados sdo as
seguintes:

1. Uso de derivados de tresilato - de MPEG ativado
com um periodo de meia-vida em solugles inferior a. 20
minutos. Foi mostrado anteriormente gque na interagdo de

derivados de PEG com proteinas, formaram-se também
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ligagdes sulfamato instéaveis, além das ligagdes amida
estaveis, através de grupos amino (Gais & Ruppert, 1995);
2. A ligagdo de PEG tresilato-ativado com proteinas

é feita através de todos os grupos amino livres de lisina,

~_ estericamente acessiveis (Roberts et al., 2002), . que leva

a formagdo de diversos isdmeros posicionais;

3. Ao conduzir a reagao de PEGuilacdo de IFN com
valores elevados de pH (pH = 10) por um longo periodo (60
horas) a estrutura IFN pode mudar;

4. Um excesso significativo de PEG ativado durante a
reacao de PEguilag¢do de IFN (razdo molar de PEG / proteina
foi de 50-100/1) provoca o custo elevado do produto
obtido;

Existe um conjugado PEG-IFN-o2b conhecido obtido por.
conjugagdo ‘de IFN-a2b native com derivados de MPEG de
triazina ramificados com peso molecular de 7500 - 35 000
Da (Patenté RU 2298560, 2004), a atividade antiviral total
foi de 6,4% da atividade de IFN ndo modificado. N&o
constam dados sobre estabilidade de conjugag¢do, o namero
de isdmeros posicionais e sua atividade | antiviral
éspecifica.

As desvantagens do conjugado obtido s&c as seguintes:

1. O uso de derivados de triazina-cloreto de MPEG
ativado, que s&o capazes de conjugar com grupos funcionais
de outros aminodcidos - serina, tirosina, treonina, e
histidina, adicionalmente a grupos amino livres, que leva
a emergéncia de muitos isdmeros, alguns dos guais sao
Earacterizados por uma ligagdo inst&vel. Além disso,
derivados de triazina n3o s3o comumemente usados devido &
sua elevada toxicidade (Veronese & Pasut, 2005);

2. Baixa atividade especifica do conjugado PEG-IFN.

Existe um conjugado de PEG-IFN-aZa, obtido por

conjugagao de IFN-a2a com PEG ramificado com ©peso

molecular 40 kDa (patente RU 21805095, 1997). Para a
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conjugagdo foi usado um derivado de ester de N-
hidroxisuccinimida de MPEG, que interage seletivamente com

os grupos amino livres disponiveis de proteina para formar

" ligagdo amida estadvel. A reagdo foi conduzida com pH 9,4°C

durante 2 horas na razdo de 3:1 de MPEG / proteina. A
reacdo foi paralisada e conjugado obtido foi purificado
pelo sorbente Fractogel EMD CM 650 (M). O rendimento do
conjugado purificado foi de 40-45%. Neste caso, IFN-PEG
consistiu de seis isbmeros posicionais, cada qual
conjugado com uma molécula PEG por uma 1ligagdo estavel
através de grupos amino livres de lisinas - Lys31l, Lysl2l,
Lys 131, Lys 134, Lys 70 e Lys 83 (Vailon et al, 2001;
Foser et al, 2003). Isémeros conjugados com PEG através de
lisinas nas posi¢des 31, 121, 131 e 134 formaram 94% do
conjugado total. A atividade do conjugado total que
consiste de 6 isdmeros posicionais.foi de 1-7% do IFN-a2a
nativo (Bailon et al, 2001; Boulestin et al, 2006). Apesar
da baixa atividade antiviral in vitro, este conjugado
melhorou -pro-prie-d—ades farmacocinéticas em comparagdoc com
IFN n3o modificado (Silva et al., 2006, Boulestin et al,
2006) e estd disponivel no mercado sob o nome comercial
"Pegasys" (produzido pela “Hoffmann-La Roche”) .

As desvantagens do conjugado obtido sdo as seguintes:

1. O uso de PEG ester de N-hidroxisuccinimida-
ativado leva & conjugagio com todos os grupos amino
estericamente acessiveis, fazendo com gque o conjugado
obtido seja uma mistura de 6 isdmeros, somers, diferindo
na atividade especifica.

2. Baixa atividade viral do conjugado obtido in
vitro.

O objeto desta invengdo é o conjugado PEG-IFN-a2b-
descrito na patente US 5,951,974, 1999. Para a reagdo de
PEGuilac3o foi usado um MPEG ativado por grupo carbonato

de succinimida (SC-MPEG) com peso molecular de 5 000 a 12
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000 Da. De acordo com o método deécrito obteve-se um
conjugado IFN com PEG com massa molecular de 12 kDa, que
se encontra normalmente no mercado para © tratamento de
hepatite wviral sob © nome comercial de "PegIntron"
("Schering-Plough", USA) ..

Verificou-se que este conjugado PEG-IFN-a2b
(medicamento "PegIntron") consiste de 13 isbmeros
posicionais, cada qual contend uma molécula PEG conjugada
com varias partes da molécula de proteina (Wang et al.
2000; Grace et al., 2001; Youngster et al, 2002) .
Mostrou-se que a molécula de PEG foi conjugada com
interferon ndo apenas através de amino lisinas 1livres
(Lys31, Lys 49, Lys 83, Lys 121, Lys 131, Lys 133, Lys 134
n Lys 164) e (Cysl), mas também através de anel imidazol

de histidina (His7, His34), grupo OH tirosina (Tyrl29) e

serina (Serl63). O teor de isbmeros individuais variou de
0,8 (Tyrl29) a 47 % (His34). Atividade antiviral de

PegIntron que consiste de 13 isomeros posicionais é 28 %
da proteina nativa. A atividade especifica.rdé 'isamer0§‘
individuais variou de 11 a 37 % do IFN-a2b nativo
(Youngster et al, 2002). O.principal isémero conjugado com
PEG através de His34 apresenta a atividade especifica mais
elevada (37 % da proteina nativa). O grupo amino livre de

IFN foi conjugado com PEG através de uma ligagdo estéavel,

enquanto no isbmero principal, que compreende
aproximadamente 47%, o PEG foi conjugado com o anel

imidazol de histidina (His34) através da ligag3o carbamato
instavel (em solugdes aquosas) (Roberts et al., 2002).

) Parametros farmacocinéticos do conjugado eram
melhores do que de IFN n3o modificado (Silva et al.,
2006) .

As desvantagens do conjugado obtido s&o as seguintes:
1. O uso de PEG carbonato de succinimida ativado que

conjuga nao apenas oS dgrupos amino livres de IFN, mas
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também os grupos funcionais dos outros aminodcidos.
Consequentemente, o conjugado obtido consistia de uma
mistura de 13 isdmeros posicionais, diferindo na atividade
especifica antiviral;

2. Formagdo de uma ligagao imidazol-carbonato
instdvel (carbamato) no isomer principal (His-34) do
conjugado PEG-IFN faz com que apds administracdo de
"Pegintron" o conjugado seja hidrolizado com 1liberag¢ao do
IFN nativo, que exerce seu efeito bioldgico. Desse modo, o
farmaco "PegIntron" & melhor concebido como um pré-farmaco
que apds a 1injegdo €é hidrolizado com a formag3o de
interferon ativo (Foster, 2004). Devido a instabilidade
do conjugado  PEG-IFN em solucdo a forma de"doéééenlldo
"PegIntron" é armazenada apenas na forma de pd
hidrolizado.

O objeto da presente invengdo. € obter um novo IFN
PEGuilado estavel com a atividade de IFN-alpha,
consistindo de um isdmero posicional, com estabilidade
melhorada, com imunogenicidade reduzida, parametros:
farmacocinéticos melhorados, com a combinagdo ideal de
peso molecular PEG e atividade antiviral do conjugado,
adequaao para uso médico assim como composigdes
fartmacéuticas com base nesse conjugado PEG-IFN.

O problema é solucionado pela criagdo de um novo
conjugado de PEG-IFN funcionalmente ativo com atividade
interferon-alfa, no qual a molécula linear de PEG com
massa molecular de 10 000 to 40 000 Da é ligada a molécula
IFN-a através de uma ligagdo estavel estritamente através
de um grupo amino alfa de cisteina N-terminal resultando

em um composto com a seguinte férmula (I):

CH3< O—CHZ-CH2> 0~<CH2>~ N’H- IFN
. n m

)
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onde: n - valores integrais de 227 a 10 000;

m - naimero inteiro 2 4;

IFN - polipeptideo natural ou recombinante que
apresenta a atividade de IFN-alfa.

No. conjugado obtido PEG linear com o peso molecular
10 000 - 40 000 Da é ligado ao grupo amino alfa do

aminoacido N-terminal de IFNa.

Seletividade de modificagao IFN estritamente via
grupo alfa-amino de aminodcido N-terminal foi atingida
pelo uso de MPEGs aldeido-ativados da férmula geral (II)

através da reagd3o de PEGuilag3o cam pH £ 6:

o
CHs | O-CH,-CH,—+ O CHy+—CZ
/n\ m-1 H

amn

onde: n - valores integrais de 227 a 10 000, de forma
que a massa molecular de PEG & aproximadamente de 10 000
- 40 000 Da;

m — numero inteiro 2 4;

A razdo ideal de peso molecular de PEG e atividade
antiviral é obtida pelo uso de MPEG (II) ativado com valor
dem=24.

Reducdo de imunogenicidade e toxicidade assim como
parametros farmacocinéticos melhorados sdo obtidos
mediante o aumento de peso molecular do PEG conjugado.

Novas caracteristicas em comparagd3o com o protdtipo

Em comparagdo com o estado da técnica a novidade é a
seguinte:
1. Derivados de aldeido de mPEGs ativados foram

usados para a produgdo de conjugado de PEG-IFN;
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2. Férmula estrutural de conjugado PEG-IFN consiste
em uma novidade;
3. Conjugado PEG-IFN produzido €& respectivamente

representado por um isdmero posicional apenas;

-

4. Uma ligac3o entre molécula PEG e molécula IFN &

estavel;
5. Massa molecular de conjugado PEG-IFN & aumentada
devido ao tamanho da ligag¢do PEG;

6. Parametros farmacocinéticos sdo melhorados.

Para a produgdo de conjugado PEG-IFN reivindicado

foram utilizados um IFN-a2b humano recqmbinante (produzido
pelo ZAO “Biocad”) e derivados de butir- ou pentaldeido de
mMPEG correspondente & férmula (II) com massa molecular de
20 000 Da.

A reacdo de conjugagdo foi realizada com pH-abaiXo
de 6,0 com um agente redutor a uma temperatura a ou
inferior a 20 °C. A razdo molar de PEG / proteina foi de
2,5-5 : 1. O controle de formagdo do conjugado de PEG-IFN
foi feito mediante o uso de eletroforese em gel de
polacrilamida (PAGE) na . presenga de dodecil ;sﬁlfatof de
sédio (SDS) em condigdes de redugdo e cromatografia
liquida de alta pressdo em fase reversa (RP-HPLC). A
purificagdo de monoPEG-IFN - de produtos de reagao que
incluiu IFN ndo modificado e formas indesejadas de PEG-
IFN, contendo duas ou mais moléculas PEG por molécula de
proteina, foi realizada por cromatografia em sorbentes de
troca catidnica. A eluicio de MonoPEG-IFN foi feita por
gradiente de concentragdo de cloreto de sbédio de 0,05 a
0,2 M em solugdo tampdo com um pH inferior a 6. O produto
monoPEG-IFN purificado foi dializado contra 10-50 mM de
solugdo tampao com pH 4-5, sal de adigao, ou
polisacarideos, ou alcodis, ou polivinilpirrolidona, ou

monosacarideos, e amino agucares, ou proteinas ou
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aminoacidos e detergentes ndo idnicos e armazenado em
frascos plésticos ou de vidro com superficie siliconizada
na temperatura de 4+2 °C.

Para caracterizar o produto obtido conjugado de
monoPEG-IFN-a2b foram realizados estudos sobre sua pureza,
homogeneidade, caracteristicas fisico-quimicas, bioldégicas
e farmacocinéticas em comparag¢do com IFN ndoc modificado.

A invenc¢d3o proposta foi ilustrada pelas seguintes

figuras:

A Fig. 1. Cinética de formagdo de conjugado de PEG-
IFN-a2b durante a reag¢3o com derivado de butiraldeido

MPEG.

VA Fig. 2. Anadlise por HPLC em fase reversa de
conjugado de PEG-IFN-a2b purificado em coluna "Simetria
Cc18" (4,6 x 150 mm) .

A Fig. 3. Andlise SDS-PAGE do conjugado PEG-IFN-a2b
purificado comparado a IFN-a2b nd3o modificado.

A Fig. 4. Anadlise MALDI-MS de IFN-a2b ndo modificado
e conjugado de PEG-IFN-o2b.

A Fig. 5. Localizac3o de sitio de ligagdo PEG no
conjugado de PEG-IFN-a2b. Comparagdo de espectros de massa
de peptideos tripticos de IFN-a2b (A) ndo modificado e
conjugado de PEG-IFN-a2b (B) na faixa m / z 1200-1400.

A Fig. 6. Estabilidade térmica do conjugado PEG-IFN-
a2b e IFN-o2b ndo modificado.

A Fig. 7. Estabilidade proteolitica do conjugédo PEG-
IFN-a2b e IFN-a2b ndo modificado.

A Fig. 8. A imunogenicidade do conjugado de PEG-IFN-
o2b comparada com IFN-oa2b ndo modificado.

A Fig. 9. Farmacocinética do conjugado PEG-IFN-a2b

comparado com IFN-a2b ndo modificado.
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Exemplos de métodos de produgdo de PEG-IFN-a2b
especificos e resultados do estudo de suas propriedades
seguem abaixo.

Os conjugados de PEG-IFN-o2 da férmula (I), que sdo
objeto da presente invengdo podem ser usados para produzir
remédios para prevenir e/ou tratar doencgas virais, pois
além de elevada estabilidade e imunogenicidade reduzida,
eles apresentam elevada atividade antiviral. Também,
composicdes farmacéuticas contendo como substéncia ativa
uma quantidade efetiva de conjugado da formula (I)
produzido por métodos farmacé&uticos bem conhecidos, podem
ser separadamente usadas ou em conjungdo com oOutros
agentes terapéuticos (p.ex., ribévirina) para a prevengao
e/ou tratamento de infecg¢des virais (p.ex. hepatite ativa
crénica (particularmente hepatite B e C) (Jay et al, 2006;
McHutchison et al, 2009). O objeto da presente invengao
também & uma via para prevenir e/ou tratar doengas virais
tais como hepatite C e hepatite B, incluindo a introdugédo
de uma quantidade terapeuticamente eficaz do conjugado
reivindicado da férmula (I).

£ conhecido o fato de IFN-a e interferon-a PEGuilado

poderem ser usados como agentes imunomoduladores para o

tratamento de céncer, particularmente,
reticuloendoteliose leucémica papilomatose laringea,
melanoma, carcinoma celular renal, leucemia mieldide,

sarcoma de Kaposi (Decatris et al, 2002; Bukowski et al. ,
2002; OQintas-Cardama et al., 2006; Logquai et al., 2008;
Kaehler et al, 2010). Com base na patogénese bem conhecida
dessas doencas e na experiéncia de IFN-a assim como no uso
de conjugados para o tratamento dessas doengas, oOs objetos

da presente invengdo também sao remédios e composigdes

- farmacéuticas contendo o conjugado declarado PEG-IFN-a em

uma quantidade eficaz, com efeitos antiproliferativos e

imunomodulatérios, que podem ser usados para prevenir e/ou
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tratar cancer e doengas associadas a imunodeficiéncia
primdria ou secundaria, assim como © objeto da presente
invencdo é um método para prevengdo e/ou tratamento de
cincer e doencgas associadas a4 imunodeficiéncia priméria e
secundaria, incluindo a introdugao de gquantidade
terapeuticamente eficaz de conjugado de PEG-IFN-a da
férmula (I).

Conjugado da férmula (I) com uma carga opcionalmente
farmaceuticamente aceitdvel, diluentes e/ou excipientes
farmaceuticamente aceitéveis é administrado por via
intravenosa, subcut@nea, intramuscular ou por dqualquer
outra via adequada, por exemplo, na forma de cé&psulas,
karopes; sprays,'gbtas, injeqées e supositdérios. A via de
administracdo varia, por exemplo, em fungdo de sintomas e
da faixa etaria. A frequéncia de administragdo e o
intervalo entre as inje¢des variam em fungd3o da doenga. e
de sua gravidade ou do objetivo de administragdo (uso
terap8utico ou profilédtico). Uma quantidade eficaz de PEG-
IFN o -é selecionada de acordo com os fatores acima
referidos.

Excipientes farmaceuticamente aceitaveis podem ser

incluidos em uma composigdo farmacéutica com PEG-IFN-o:

sais tampao (p.ex. tampdes acetato, citrato,
hidrocarbonato, fosfato), estabilizadores (p.ex.,
polisorbato, EDTA, polivinil pirolidona, dextranos,

albumina de soro humano, éteres, &cido paraoxibenzdico,
alcoois (p.ex. &alcool benzilico), fendis, &cido sdrbico),
componentes antissépticos (p.ex., @&lcool benzilico), um

regulador de press3o osmética (por exemplo, cloreto de

sbédio, cloreto de potéassio, polidis, por exemplo
glicerina, arabitol, sorbitol, manitol, lactose,
dextrano), surfactantes (p.ex., HSA, polivinilpirrolidona,

lecitina, polisorbato 80, copolimero de polioxietileno-

polioxipropileno, caseina), substéncias superficie-ativas
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(p.ex, copolimeros em bloco de &xido de etileno e 6xido
de propileno, e 6xido de etileno, monolaurato de sorbitan,
Ester de sorbitol, Ester de poliglicerol de &cido graxo,
lauril sulfato de cocamida DEA, alcanolamida, estearil
polioxietileno @ propileno glicol, éter laurico de
polioxietileno, polioxietileno cetil eter, polisorbato,
monoestearato de glicerina, distearato de glicerina,
monopalmitato de sorbitol, polioxietileno monooleato de
sorbitano, monolaurato de sorbitano, monoestearato de

polioxietileno e propileno glicol ), antioxidantes (p.ex,

Trilon B, L-cisteina, sulfito de sédio, ascorbato de
sédio, glutationa, 2-mercaptoetanol, ditiotreitol,
hidrocloreto de ciéteina, monohidrato) acido ascérbico) e

diluentes (p.ex, &agua).

Exemplo 1
Produgdo de conjugado de PEG-IFN-a2b utilizando-se
derivado de butiraldeido MPEG

16 ml de solugdo de cianoborohidreto - de  sédio 1M
foram adiéionados a 785 ml de solugdo tampéo (100 mM de
acetato de sédio, 150 mM de cloreto de sddio, PpH 5,0),
contendo IFN-a2 recombinante com a concentragdo de 1,7 mg
por ml, em seguida foi adicionada a solugd3o foi agitada e
5 g de derivado de butiraldeido PEG seco com peso
molecular de 20 000 Dalton. A mistura foi bem agitada e
incubada por 22 horas sob a temperatura de 1743 °C. 50 ul
de aliquotas foram retiradas como amostra da mistura apds
diferentes intervalos de tempo, e a cinética de produgao
do conjugado de PEG-IFN-a2 analisada utilizando-se o
método de eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenga de dodecilsulfato. Para tanto, foi adicionado
tampdo com pH 6,8 na-quantidade de 1/3 do volume total,
contendo 125 mM de Tris-HCl, 20% de glicerina, 3% de

dodecilsulfato, 0,005% de azul de bromfenol & mistura e
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aquecido por 3 minutos em um banho Maria fervente.
Amostras de 5 pl foram colocadas em cavidades de placas de
gel de poliacrilamida a 12,5% preparadas, em seguida a
eletroforese foi feita na presenga de dodecilsulfato. Apds
completar a eletroforese, o gel foi pigmentado com
Coomassie R-250. A cinética de produgdo do conjugado de
PEG-IFN-a2 est&d representada na Fig. 1. No ponto em que O
teor de PEG-IFN foi superior a 70%, a mistura de reagdo
foi diluida 10 vezes com 5 mM de tampdo acetato de sddio,

pH 5,0.

Exemplo 2
Produgdo de cohjugado de PEG-IFN-a2b com uso de derivado
de pentaldeido MPEG

2,05 ml de solugdo de cianoborohidreto de sdédio 1M
foram adicionados a 100 ml de solugdo tampdo (100 mM
acetato de sédio, 150 mM de cloreto de sédio, pH 5,5),
contendo IFN-02b recombinante com a concentragdo de 2,2 mg
por ml, sendo em seguida agitado; foi adicionado 0,9 g de
derivado de pentalaldeido PEG seco com peso molecular de
de 20 000 Dalton. A mistura foi bem agitada e incubada por
24 horas na temperatura de 62 °C. 50 pl de aliquotas
foram retiradas como amostra da mistura apds diferentes
intervalos de tempo, e a cinética de produgdo do conjugado
de PEG-IFN foi analisada mediante o uso do método de
eletroforese em gel de poliacrilamida conforme descrito no
exemplo 1. No ponto em que O teor de PEG-IFN foi superior
a 70%, a mistura de reagdo foi diluida 10 vezes com 5 mM

de tamp3do acetato de sdédio, pH 5,0.

Exemplo 3
Purifica¢do do conjugado monoPEG-IFN-a2b por cromatografia
de troca idénica emum adsorvente de troca catidnica

A solucgdo diluida produzida no exemplo 1 foi colocada
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em uma coluna com um adsorvente de troca catidnica (CM
sefarose, 300 ml), equilibrada com 5 mM de tampdo acetato
de sédio, pH 5,0, (tampdo A) na taxa de 5 ml por minuto. A
coluna de adsorvente foi lavada com tampdo A, sendo que ©
tampdo A contém gradiente de concentracdo de NaCI de 0,05 a
0,2 M. Aliquotas foram retiradas como amostra de cada
fracdo para fins de analise de amostra utilizando-se o©
método de eletroforese em gel de poliacrilamida conforme
descrito no exemplo 1. As fragdes que continham o conjugado
PEG-IFN-02 monoPEGuilado foram combinadas, dializadas com
10 volumes de 20 mM de tampdo acetato de sdbédio, contendo
150 mM de cloreto de sédio, em seguida foi feita filtracgdo

estéril e a solucio resultante foi armazenada sob 4i2 °C.

Exemplo 4
Purificagdo do conjugado de  monoPEG-IFN-a2b por
cromatografia de troca idnica em um adsorvente de troca
catidnica

A solucgdo diluida produzida no exemplo 2 foi” colocada
emu ma coluna com um adsorvente de trécavcatiénica (sp
sefarose, 50 ml), egquilibrada com 5 mM de tamp3oc acetato de
sédio, pH 5,0, (tampdo A) na taxa de 5 ml por minuto. A
coluna de adsorvente foi lavada em seguida com tampdo A,
sendo que o tampdo A contém gradiente de concentragdo NaCI
de 0,03 a 0,3 M. Aliquotas foram retiradas como amostra de
cada frac3o para fins de andlise de amostra utilizando-se
o método de eletroforese em gel de poliacrilamida conforme
descrito no exemplo 1. As fragdes que continham o conjugado
PEG-IFN-a2 monoPEGuilado foram combinadas, dializadas com
10 volumes de 20 mM de tampdo acetato de sbédio, contendo
150 mM de cloreto de sbédio, em seguida foi feita a
filtrac3o estéril e a solugdo resultante foi armazenada sob

4+2 °C.
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Exemplo 5
Andlise HPLC de fase reversa de conjugado de PEG-IFN

O conjugado de PEG-IFN-a2 produzido no exemplo 3 foi
diluido com 20 mM de tampdoc acetate de sédio, pH 5,0,
abaixo da concentraqiéo de 0,1 mg por ml e 100 ul desta
amostra foram colocados na coluna C18 simetria (4,6x150
mm). O teste foi realizado em 214 nm utilizando-se
cromatografia “Breeze” fabricada pela empresa Waters
Company. Com base em resultados indicados na figura 2,

podemos concluir que de acordo com OsS resultados de RP-
HPLC, a pureza do conjugado PEG-IFN-a2 reivindicado &

superior a 99%.

Exemplo 6
Determinacdo do npivel de endotoxina

A concentragdo de endotoxinas bacterianas (BE) ém
amostras do conjugado de PEG-IFN-a2 produzido de acordo
com os exemplos 3 e 4 foi determinada in vitro por meio de
um teste LAL (vers3o do método gel-clot) de acordo com as
exigéncias da European Pharmacopoeia 6.0 artigo 2.6.14. Um
kit de diagndéstico fabricado pela Associates of CAPE COD,
Inc., reagente LAL com sensibilidade de 0,03 EU por ml,
padr3o de referéncia de endotoxina (0,5 ug em um frasco) e
dgua para o teste LAL foram usados no teste. Com base em
resultadés indicados na tabela 1, podemos concluir gque o
teor de BE na amostra de conjugado é inferior a 1,5 de
unidades de endotoxina (EU) por mg de proteina, que é
muito inferior ao nivel de BE permitido para féarmacos a

base de proteinas recombinantes.

Tabela 1. Concentragio de endotoxinas bacterianas no

conjugado de PEG-IFN-a2
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Preparacido de conjugado de Teor de endotoxina
PEG-IFN-a2 ‘ (EU por mg de proteina)
PEG-IFN-Q2 produzido de‘ o 7S1,5 B A
acordo com o exemplo 3
| PEG-1FN-d2 "produzido de |
£1,4

acordo com o exemplo 4

Exemplo 7
Andlise eletroforética do conjugado de PEG-IFN-a2b em
comparagdo ao IFN —a2b ndo modificado.

Uma amostra do conjugado de PEG-IFN produzido de
acordo . com o exemplo 3 foi-analiéado utilizando-se o método
de eletroforese em gel de poliacrilamida conforme descrito
no exemplo 1. A eletroforese foi realizada com carga de 40
ng de proteina por cavidade sob condi¢des nao redutoras. A
coloracdo de proteina no gel foi realizada com tinta R-250.
Ao mesmo tempo, foi feita eletroforese de conjugado IFN-a2

nio modificado. O conjugado de PEG-IFN foi representado com

uma fita (Fig. 3, trilha 1) . Com base em eletroforegramas

do _conjugado PEG-IFN-a2 e de 1IFN-o2 n3o modificado,
conforme indicado na  Fig. 3, podemos observar gue O
conjugado PEG-IFN-a apresenta um peso.molecular superior

ao do IFN-a ndo modificado (Fig. 3, trilhas 1 e 2). Pode-se
perceber que € impossivel determinar o peso molecular exato
de proteinas PEGuiladas utilizando-se o método de
eletroforese, quandé adicdo da molécula PEG hidrofilica a
proteina aumenta consideravelmente O raio Stokes do
composto resultante. Como resultado, o moVimento do
composto de proteina PEG no gel desacelerou, e seu peso
molecular pareceu ser consideravelmente superior & soma de

pesos moleculares da proteina e do PEG.
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Exemplo 8

'Determinacdo de peso molecular do conjugado de PEG~IFN—-a2b '

em comparagdo ao IFN -a2b ndo modificado utilizando-se o

método de espectrometria de massa

"1 pl de amostra do conjugado de PEG-IFN-o2b produzido
de acordo com o exemplo 3, e 0,3 pl de solugdo do &acido
2,5-dihidroxibenzéico (Aldrich,10 mgxml™ em 20 % de
acetonitrila em &agua com 0,5 % tetrafluoreto de urénio)
foram misturados juntos e secados a ar. Uma amostra de
IFN-a2 ndo modificado foi preparada utilizando-se um
método similar.

Os espectros de massa foram obtidos no espectrémetro
de massa Ultraflex II BRUKER (Alemanha) MALDI-TOF equipado
com um laser UV (Nd). Os espectros de massa foram obtidos
no modo de ion positive linear; os erros de medigdo de peso
nédio n3o excederam a 10-15 Dalton.

Os resultados da andlise espectrométrica de massa de
rhIFN-a2 n3oc modificado e do conjugado de PEG-IFN-a2 na
faixa m/z de 10 000 a 50-000 aparecem indicados na Fig.
4. Com base em resultados apresentados na Fig. 4A podemos
concluir que O espectro de massa de rhIFN-o2 contém um
pico de base correspondente ao [M]+ ion monovalente com
peso molecular de 19 295 Dalton.

No espectro de massa do conjugado PEG-IFN-a2 conforme
mostrado na Fig. 4B, verifica-se um pico principal difuso
correspondente ao [M]+ ion monovalente com seu peso
molecular de 40 498 Dalton. A difusdo do pico & provocada
pela heterogeneidade de preparagdes de monometoxiPEG. O
valor m/z medido para o conjugado de PEG-IFN no pico maximo
(40 498 Daltop) coincide com a soma calculada de pesos
moleculares de IFN-o2 (19 295 Daltgn) e o PEG (20 000

Dalton) adicionado.
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Exemplo 9
Localizagdo do sitio de PEGuilag¢do no conjugado de PEG-IFN-
a2b

5 pl de solug3o de tripsina modificada (Promega) em
0,05 M NHHCO; com concentragao de 15 pgxml'1 foram
adicionados a 5 pl da amostra de conjugado de PEG-IFN
produzida de acordo com o exemplo 3. Decomposigao

hidrolitica foi feita por 16 hs sob 37 °C, em seguida 10 pl

de solucgdo de 0,5 % de tetrafluoreto de urdnio em 10 % de
solugdo de acetonitrila em &gua foram adicionados e

intensamente agitados. Uma amostra de IFN néo modificada
IFN foi preparada utilizando-se um método similar.
Solucgdes resultantes foram usadas para obter espectros de

massa MALDI.

A localizag3o do sitio de ligagao PEG com a molécula

IFN foi determinada mediante comparagdoc de espectros de

massa do conjugado PEG-IFN-o2 e IFN-a2 ndo modificado apds
digestdo triptica. Digestdo triptica de conjugado de PEG-
IFN-02 carece do. peptideo correspondente a parte da
proteina, na ocorreu modificagdo. Na tabela 2 podemos
observar espectros de massa de digestdes tripticas
experimentais dd IFN-o n3o modificado e do conjugado PEG-
IFN-a2. Com base em resultados indicados na tabela podemos
concluir que espectros de massa de digestdes tripticas do
IFN-o2b nio modificado virtualmente coincidem com
espectros de massa de digestdes tfipticas do conjugado PEG-
IFN-a2 (tabela 2), porém a digestéo triptica do conjugado
PEG-IFN-02 necessita do peptideo com o peso molecular de
1313.649, que estid presente na digestao triptica do IFN-a2
nio modificado (vide também Fig. 5). De acordo com a
analise de pesos tedricos da digestdo triptica IFN-a2, o
pico com m/z 1313,649 correspornde a um peptideo de proteina

N-terminal (tabela 2). Sua auséncia na digesté&o triptica do
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conjugado de PEG-IFN-a2 testifica a wodificagdo do

peptideo N-terminal, que, ao tornar-se mais pesado pelo

peso do PEG, cai para fora da area do espectro. A ligagédo
PEG & molécula IFN ocorreu no grupo amino somente livre
presente neste peptideo, o grupo amino cisteina N-terminal.
Tabela 2. Espectros de massa experimentais de digestdes
tripticas do conjugado PEG-IFN-2 e do IFN-2 ndo modificado

conforme comparacio com valores tedricos.

Peptideos observado Peptideos tedricos
experimentalmente [M+H']' , »

IFN-a2b Conjugado PEG- Massa Peptide | Sequéncia
1313,649 - 1313;6266 | 1-12  CDLPQTHSLGSR
1232,720 1232,673 1232,6966 |13-22 RTLMLLAQMR
1076,598 1076,558 1076,5955 | 14-22 TLMLLAQMR
910,463 910,463 910,5066 24-31 ISLFSCLK
2225,976 | 2225,928 (2225,9999 | 32-49 | DRHDFGFPQEEFGNQ
2459,264 2459,239 2459,3002 | 50-70 AETIPVLHEMIQQIF
772,447 772,421 772,456 99-106 | VIQGVGVT
902,471 902,443 902,4941 113- | EDSILAVR
1030,590 ' | 1030,546 .1030,5891 | 113- TEDSILAVRK
741,431 | 741,424 741,4042 121- | KYFQR

750,492 750,476 750,4760 | 126~ ITLYLK
1337,695 - |1337,651 1337,6670 | 134- KYSPCAWEVVR
1209,565 | 1209,539 1209,5721 .| 135- YSPCAWEVVR
1481, 783 1481,735 1481,7594 | 150- SFSLSTNLQESLR

Exemplo 10

Determinacdo da atividade antiviral especifica do conjugado
PEG-IFN-a2b '

As amostras produzidas de acordo com O exemplo 3 e
exemplo 4 foram testadas para atividade antiviral
especifica de acordo com O Processo descrito na European
Pharmacopoeia utilizando-se uma cultura de células MBDK
transferidas sensiveis para interferon tipo - alfa e uma
Tabela 3

cultura de virus de estomatite wvesicular (VSV).

apresenta os resultados do estudo da atividade antiviral.
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Padr3o de referéncia internacional foi usado como o nivel
de referéncia. Partindo da tabela 3, podemos concluir que
apesar da conjugagao com a molécula PEG com peso molecular
de 20 000 Dalton, a atividade antiviral dos conjugados
produzidos foi de 42-45% da atividade. do. .IFN-a2 néo
modificado. E necessario notar que os conjugados PEG-IFN
descritos no método protdtipo, contendo PEG com peso
molecular de 12 000 Dalton, apresentou atividade inferior
(28-30%) .

Tabela 3. Atividade antiviral especifica do conjugado PEG-

IFN-02 conforme comparada com IFN-a2 ndo modificado.

Atividade antiviral especifica
Preparagdo % da atividade
(IU por mg)
de IFN-a2b naéao
IFN-0.2 | 2,“-1 'x 10° 7 100 %
COI’lj ugadO PEG_ IFN—(X.Z O , 7 x 108 40 %
_produzido de acordo com _
COl'lj ugadO PEG‘IFN‘“Z O, 9 X 108 45%
produzido de acordo com |

Exemplo 11
Estudo da estabilidade térmica do conjugado PEG-IFN-a2b

5 ml da amostra do conjugado PEG-IFN produzida de
acordo cém o exemplo 3 foram colocados em um banho maria na
temperatura de (50 =+ 2) °C, e testada ocorréncia de
turbididade na solugdo de broteiha apési diferentes
intervalos de tempo, com medigdo da densidade Sptica em 340
nm. Estudo de estabilidade térmica de IFN-a2 ndo modificado
foi realizado de maneira similar. A criagd@o de compostos de
proteina levou a ocorréncia de turbididade e ao aumento de
densidade O&ptica em 340 nm. Resultados do estudo s&o

mostrados na Fig. 6. Durante o periodo de observagdo (28

horas) o conjugado PEG-IFN-02 permaneceu estavel, enquanto
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IFN-02b nd3o modificado precipitou quase que completamente
apds 28 hs.
Desse modo, as informagdes obtidas neste estudo

permitem concluir a ocorréncia de um aumento substancial da
estabilidade térmica do conjugado PEG-IFN-a2 em comparagao

com a proteina nao modificada.

Exemplo 12
Estudo da estabilidade proteolitica do conjugado de PEG-
IFN-a2b quando tratado com tripsina

1501pl de tampdo M Tris-HCl, pH 8,5, 2 upl de solucgido
0,5 M CaCI, e 15 p% de tripsina (Promega) com Cogcentyacéo,
de 20 ng por ml foram adicionados a 1 ml do conjugado PEG-
IFN produzido de acordo com o exemplo 3. As amostras foram
incubadas na temperatura de 37°C. 100 ul de aliquotas foram
retiradas para amostra da mistura apds diferentes
intervalos de tempo, e 150 nul de solug3o de Aacido
trifluoroacético foram adicionados para parar a reag3o.
Amostras contendo IFN-o2. ndo modificado foram preparadas
utilizando-se um método similar. Por conseguinte, as
amostras foram analisadas com HPLC de fase reversa com
determinacdo da &rea do pico principal. Os resultados do
estudo conforﬁe apresentados na figura 7, demonstram que no
caso de tratamento com tripsina a estabilidade proteolitica
do conjugado PEG-IFN-a2 é superior aquela do IFN-a2b ndo

modificado.

Exemplo 13
Determinagdo da estabilidade do conjugado PEG-IFN-a2b
durante a armazenagem .

Aliquotas foram tiradas de amostras produzidas de
acordo com o exemplo 3 em tubos de teste Eppendorf estéreis

com tampas. A concentrag¢ido de proteina no conjugado de PEG-
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IFN-02 foi de 1 mg por ml. As amostras foram colocadas em
um refrigerador na temperatura de (6 x 2) ©°C. Amostras
foram tiradas apds intervalos de tempo pré-definidos e
analisadas quanto & atividade antiviral especifica e
homogeneidade .da preparagdo por meio de RP-HPLC e
eletroforese (Eph) em gel de poliacrilamida na presenca de
dodecilsulfato em condigdes n3o redutoras conforme descrito
no exemplo 1. Com base em resultados mostrados na tabela 4

podemos concluir durante a armazenagem na temperatura de (6
+ 2) °C o conjugado PEG-IFN-02 ficou estdvel por pelo menos

24 meses.

‘Tabela 4. Estabilidade do conjugado EG-IFN-o2 na

temperatura de (6 + 2) °C

Estudo da imunogenicidade do conjugado de PEG-IFN-a2b
Conjugados de PEG-IFN produzidos de acordo com o
exemplo 3 e exemplo 4 foram diluidos até a concéntragéo de
5 mln. IU por ml e injetado via intramuscular na dose de
200 pl (1 mln IU por um rato) em camundongos ICR com peso
corporal de 20-22 g uma vez por semana durante 5 semanas (5
grupos com 5 camundongos em cada grupo). Ao mesmo tempo,
amostras de IFN nd3o modificado foram preparadas de modo

similar e injetadas em camundongos na dose de 1 mln. IU. No

Vida dtil em armazenamento (meses)
Parametros - - -
0 3 6 9 12 18 24
"Atividade . |
0,7x10® | 0,75x10% | 0, 7x10® 0,75x10% | 0.72x10®% | 0.7x108 0,75x108
(IU por ml)
Homogeneida
1de, % 99,67 99,28 ' 99,61 £ 99,30 99,6 ‘ 99,21 99,35
(RP-HPLC) ' '
Homogeneida 3 _
de, % > 98 > 98 > 98 = 98 2> 98 = 98 2> 98
(SDS-PAGE ) ’
Exemplo 14
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final da quinta semana foram feitos exames de sangue dos
camundongos por meio de paracentese retroorbital. Obteve-se
soro sanguineo utilizando-se o método padrdo. Titulo de
anticorpo em soros obtidos apds imunizagd@o de camundongos
com IFN n83o modificado e conjugados de PEG-IFN foi

determinado por meio da técnica ELISA direta. Para tanto,

100 nl da solugao de IFN-a2 ndo modificado com concentragdo
de 200 ng por 100 ul foram colocados em cavidades de
microplacas. Os antisoros obtidos de diferentes grupos de
animais foram colocados nas cavidades da placa em séries de
dilui¢d®es consecutivas em duplicatas. Para detecgédo QO
complexo imune resultante, foram usados anticorpos humanos
antianticorpos de camundongos conﬁugadds cbn{iperdXidasé:V
Titulo de anticorpo apdés administragdo de IFN nao
modificado -foi de 1/1024. Titulo de anticorpo apds
administracd3o d conjugados de PEG-IFN foi de 1/128.
Resultados do estudo constam na figura 8.

Desse modo, com base nos resultados obtidos, podemos

concluir que a imunogenicidade dos conjugados PEG-IFN-o2
reivindicados & 8 wvezes inferior a do IFN'néo modificado.

Exemplo 15
Estudo da fa¥macocinética do conjugado de PEG-IFN-a2b

Uma amostra do conjugado de PEG-IFN produzido de
acordo com o exemplo 3 na quantidade de 1 mln IU foi
injetado por via intraperitoneal em camundongos macho. Ao
mesmo tempo, IFN-a2 n3o modificado foi injetado em outro
grupo de camundongos. Amostras de sangue foram tiradas de
animais apds intervalos de tempo pré-determinados por meio
de paracentese etroorbital. Soro sanguineo foi obtido
utilizando-se o método padrdo. A presenga de interferon no
soro foi detectada com base na atividade  antiviral.
Resultados do estudo farmacocinético sdo mostrados na Fig.

9. Com base nesses resultados concluimos que © conjugado



10

15

20

25

30

27/36

PEG-IFN-a2 possui efeito significativamente prolongado.

Apdés injegd3o de IFN-a2 nativo, sua concentragdo no sangue
dos animais atingiu um nivel mé&ximo apds 1 hora da injecgao,
e em seguida diminui muito rapidamente. Apds injegdo do
conjugado de PEG-IFN a concentragdo de IFN maxima no sangue
dos animais foi observada apds 12 horas (Fig. 9), e este
nivel foi mantido por 50 horas, e somente entdo se
verificou uma reduc¢3o lenta na concentrag¢do de FN-a2 por
350 horas.

A Area sob a curva (AUC) para o conjugado PEG-IFN
reivindicado excedeu os respectivos valores para IFN nao
modifipado em mais de 50 vezes._Su{preengentemente, no caso .
do conjugado de PEG-IFN-o02b protdtipo, acoplado a PEG com
peso molecular de 12 000 Dalton, o valor da AUC excedeu o
IFN AUC em 3-10 vezes somente.

Com base nos resultados obtidos (Fig. 9) os par@metros
farmacocinéticos primdrios foram calculados apara o
conjugado de PEG-IFN-a2 reivindicado. Os resultados
revelaram que a partir do sitio de injegdo, o volume de
distribuicgao, a depuracdo do conjugado de PEG-IFN
desaceleraram consideravelmente em comparag¢do com o"IFN nao
modificado, que asseguroﬁ circulagdo prolongada do

conjugado PEF-IFN no sangue (por 14 dias).

Exemplo 16
Caracteristicas comparativas do conjugado de PEG-IFN-a2b
reivindicado em comparagdo com o conjugado de PEG-IFN-a2b
descrito no método protdtipo

Foi realizada comparagd3o da estrutura, parémetros
badsicos fisicos, quimicos e farmacocinéticos do conjugado
de PEG-IFN-o2b reivindicado, em relagdo ao conjugado PEG-

IFN-o2b descrito no método protdtipo (tabela 5). Os dados

representados na tabela 5 testificam o aumento
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significativo das propriedades do conjugado de PEG-IFN em
comparagdo com o conjugado descrito no método protdtipo.

Tabela 5. Parimetros basicos fisicos, gquimicos e
farmacocinéticos do conjugado de PEG-IFN-a2b em comparagio
com o conjugado de PEG-IFN-a2b descrito no método

protétipo (patente US 5,951,974).

Conjugado de PEG-IFN

IFN native

Conjugado "descrito no
Parametros
Conjugado de PEG-IFN método protdtipo
(patente US 5,951, 974)
| IFN ) IFN-a2b IFN-a2b
Estrutura PEG Linear - Linear
Peso molecular do
. ‘ - 20 - ol ... 12
PEG (kDalton)
FOrmula - 5}
estrutural do ' _"AlglLﬁ )
s o . "T@7 interferonalfa-2b |
conjugado PEG- dn
IFN"
Atividade
‘especifica, % de 40 o 28

PEG & proteina

Numero de
isdmeros - 1. . .13
.posicionais
. instavel
Tipo de conexdo L R . .
Estéavel (para o isdmero principal

ligado a PEG via His34)

Estabilidade em instéavel
Estéavel

solu¢des de &agua

Parametros farmacocinéticos

Raz3do AUC
50 3-10

Razdo PEG-IFN/IFN

* - A formula estrutural do conjugado de PEG-IFN produzido
utilizando-se o método protdétipo €& indicada sob a
referéncia “WHO Drug Information”, 2001, v. 15, N. 3-4,

p.206.




29/36

Exemplo 17
Exemplos de composi¢des farmacéuticas com base no conjugado

de PEG-IFN-a2b reivindicado

A)
PEG-IFN-02b em de acordo com 10-500 ng

o exemplo 3

acetato de sbédio trihidrato 1 -5mg
Acido acetic glacial até pH 5,0
Cloreto de sédio 8 -9 mg
Polisorbato 80 0,01-0,1 mg

Etilenodiamina tetraacetato 0,01- 0,1 mg
sal dissdédico | " L

Agua para injegdo 1,0 ml

(B)
PEG-IFN-02b em de acordo com 10-500 ug

o exemplo 4

Acetato de sbédio 0,4 - 2,0 mg
Acido acetic up to pH 5,5
Manitol o 50--mg
Dextrano 15-30 mg
Polisorbato 80 0,01-0,1 mg
Etilenodiamina tetraacetato 0,01- 0,1

sal dissdédico

Agua para injegdo 1,0 ml

(C)

PEG-IFN-02b em de acordo com 10-500 hg

o exemplo 4

Acetato de sdbédio 0,4 - 2,0 mg
Acido acetic - até pH 5,5

Manitol 50 mg
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Albumina de soro humano 10-12,5 mg
Polisorbato 80 0,01-0,1 mg
Etilenodiamina tetraacetato 0,01- 0,1

sal dissdédico

Agua para injecdo . 1,0 ml

Exemplo 18

Conteinerizacdo de um agente medicinal contendo PEG-IFN-

a2b

Um agente medicinal contendo uma quantidade eficaz do

conjugado PEG-IFN-o2b reivindicado(exemplo 17) a ser

inserido em cordigdes estéreis em seringas de vidro neutro

da 1% classe hidrolitica com agulhas soldadas revestidas
com capas elasticas ou protetoras rigidas, lacradas com
bicos em &mbolos de borracha butilica com um fluorpolimero
com o volume de 0,5, 0,8, 1,0 e 1,2 ml (para 100 pg por ml
dosagem), 0,5, 0,6, 0,75 e 0,9 ml (para 200 pg por ml
dosagem), 0,5, 0,6, 0,8, 1,0 e 1,2 ml (para 300 pg por ml

dosagem) .

Exemplo 19
Conteinerizagcdo de um agente medicinal contendé PEG-IFN-
a2b

Um agente medicinal contendo uma quantidade eficaz de
PEG- interferon alfa-2b (Exemplo 17) a ser inserido em
condicdes estéreis em frascos de vidro neutro da classe 1°

classe hidrolitica vedados com borracha fludrica ou

" lacrados com bicos em tampas de borracha butilica com

revestimento em teflon fechados com tampas em aluminio com
o volume de 0,5, 0,8, 1,0 e 1,2 ml (para 100 pg por ml
dosagem), 0,5, 0,6, 0,75 e 0,9 ml (para 200 ng por ml
dosagem), 0,5, 0,6, 0,8, 1,0 e 1,2 ml (para 300 pg por ml

dosagem) .
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Exemplo 20

Umn kit incluindo um agente medicinal conteinerizado

contendo PEG-IFN-a2b

O kit contém 1 ou 4 seringas junto com émbolos (1 ou 4

~ correspondentemente) /ou frascos em um blister feito de

filme polimérico junto com a informag¢do de prescrigao,

colocado em uma embalagem de papeldo.
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REIVINDICAGOES

1. Conjugado interferon- alfa estavel peguilado,
caracterizado pelo fato de ser um isdSmero posicional

simples, representado na férmula (I):.

cH,{O—CH,—CH,%}O—{CH,}——N“H-IFN
n m
(¢9)

onde:

n - nameros inteiros de 227 a 10 000;

m - namero inteiro = 4;
N°H-IFN - interferon alfa.
2.. Conjugado, de acordo. com a .reivindicagdo 1, .

caracterizado pelo fato dem = 4.

3. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de o interferon alfa ser
interferon alfa-2b natural ou recombinante.

4. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de o peso médio molecular de
polietileno glicol ser de 10 a 40 kDa.

S. Conjugado, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de o grupo N-terminal ser
representado por residuos de cisteina (Cys).

6. Composigdo farmacéutica, caracterizada pelo fato
de apresentar atividade antiviral, antiproliferativa e
imunomodulatdéria, contendo conjugado da f£6rmula geral (I)
na quantidade eficaz e excipientes farmaceuticamente
aceitaveis.

7. Composigdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicagdo 6, caracterizada pelo fato de ser destinada
ao tratamento de doengas virais e oncoldgicas, e doengas

associadas a imunodeficiéncia primédria e secundaria.
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8. Composigdo farmacé&utica, de acordo com a
reivindicagdo 7, caracterizada pelo fato de a doenga viral

ser hepatite B ou hepatite C.

9. Composicdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicagdo 7, caracterizada pelo fato de a doenga

oncoldgica ser mieldide.

10. Composigédo farmacéutica, de acordo com a
reivindicagao 7, caracterizada pelo fato de a doenga

oncoldgica ser melanoma.

11. Formulagdo farmacéutica, caracterizada pelo fato
de conter conjugado da férmula (1), que apresenta
atividade antiviral, antiproliferativa e imunomodulatédria.

12. Formulacdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicacao 11, caracterizada pelo fato de conter
tampdo, agente isotonizante, agente estabilizante e &gua.

13. Formulacio farmacéutica, de acordo com a
reivindicacgao 12, caracterizada pelo fato de conter
acetato de sédio trihidrato, &cido acético, cloreto de
sédio, polisorbato 80, EDTA, dgua para injegdo.

14. Aplicacgdo do conjugado da formula (1),
caracterizada'pelo fato 'de ser destinada & preparag¢do de
produto farmacéutico contendo atividade antiviral,
antiproliferativa e imunomodulatdria.

15. Aplicagdo, de acordo com a reivindicagdo 14,
caracterizada pelo fato de ser destinada & preparagdo de
produto farmacéuticocontendo atividade antiviral,
antiproliferativa e imunomodulatdéria contra hepatite B ou
hepatite C.

16. Profilaxia e/ou tratamento de doengas vVvirais,
caracterizados pelo fato de serem feitos mediante
introdugdo de quantidade terapeuticamente efetiva de

conjugado da fdérmula (I).
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17. Profilaxia e/ou tratamento, de acordo com a
reivindicagdo 16, caracterizados pelo fato de a doenca
viral ser hepatite B ou hepatite C.

18. Profilaxia e/ou tratamento, de acordo com a
reivindicagdo 16, caracterizados pelo fato de serem feitos
mediante introdugao adicional de quantidade
terapeuticamente efetiva de ribavirina.

19. Profilaxia e/ou tratamento de doencas associadas
a estados de imunodeficiéncia primaria ou secundaria,
caracterizados pelo fato de serem feitos mediante
introdugdo de quantidade terapeuticamente efetiva de
conjugado da férmula (I).

20. Profilaxia e/ou tratamento | de doengas
oncoldgicas, caracterizados pelo fato de serem feitos
mediante introdugdo de quantidade terapeuticamente efetiva
de conjugado da férmula (I).

21. Profilaxia e/ou tratamento, de acordo com a
reivindicagdo 20, caracterizada pelo fato de a doenga
oncolégica ser mieldide.

22, Profilaxia e/ou tratamento, de acordo com a

reivindicagdo 20, caracterizados pelo fato de -a doenga

oncoldégica ser melanoma.

23. Recipiente, hermeticamente vedado em ambiente
estéril e em armazenagem apropriada antes do uso,
caracterizado pelo fato de conter a composigéo
farmacéutica conforme definido na reivindicacgdo 6.

24, Recipiente, de acordo com a reivindicagdo 23,
caracterizado pelo fato de este ser seringa previamente
preenchida, frasco ou autoinjetor.

25. Jogo, caracterizado pelo fato de conter um
recipiente conforme definido na reivindicacgédo 24 e

informa¢do de prescricgéo.
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172
RESUMO

NOVO CONJUGADO DE POLIETILENO GLICOL ESTAVEL DE
INTERFERON ALFA, REPRESENTADO POR UM ISOMERO POSICIONAL; a
presente invengdo refere-se ao campo da indistria
farmacéutica e da medicina, particularmente a novos
derivados de PEG-interferon e & descoberta de um novo
conjugado de interferon funcionalmente ativo, e altamente
estdvel para polietileno glicol com wuma atividade de
interferon alfa, com imunogenicidade reduzida, com efeitos
biolédgicos prolongados e pardmetros .farmacocinéticos

melhorados da férmula geral:

CH3{O—CH2-CH24>O<CH2>— N°H-IFN
n m

()
onde:

n - valores integrais de 227 a 10 000, de forma gque o peso

. molecular de PHEG é de aproximadamente 10 000 - 40 000 Da;

m - namero inteiro = 4;

IFN- polipeptideo natural ou recombinante apresentando a
atividade de IFN-alfa.

A invencdo também se refere a farmacos contendo o
conjugado mencionado da férmula (1), composig¢des
farmac@uticas contendo conjugado de PEG-IFN e excipientes
terapeuticamente aceitdveis adequados para o tratamento de
infec¢des virais e céncer, assim como doengas associadas a
imunodeficiéncia primaria e secundaria. A invengdo refere-
se também ao uso de conjugado da formula (I) em produtos
mediciﬁais, que apresentam _ atividade antiviral,
antiproliferativa e imunomodulatdria, a métodos de
prevengao e/ou tratamento de doengas associadas _é
imunodeficiéncia primaria ou secundaria que incluem a

administragdo de gquantidade terapeuticamente efetiva de
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conjugado da férmula (I), e ao recipiente com tal

composigdo farmacéutica.
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