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PRECURSORA DE N-ACETILGALACTOSAMINA-4-SULFATASE, METODOS DE
TRATAMENTO USANDO A ENZIMA E METODOS PARA PRODUGAC E
PURIFICAGAO DA ENZIMA

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencdo estd no campc da medicina clinica,
da bioquimica e da biologia molecular. A presente invengéo
apresenta terapéutica e métodos para o tratamento de
mucopolissacaridose VI, assim como os procedimentos para
producdo e purificacdo para se produzir tal terapéutica.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A MPS VI (Sindrome de Maroteaux-Lamy) é uma doenga de
armazenamento lisossomial, na qual os pacientes afetados
carecem da enzima N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB).
A enzima metaboliza a porgéo de sulfato de
glicosaminoglicano (GAC) e dermatano (Neufeld et zl., “The
Mucopolysaccharidoses” The Metabolic Basis of Inherited
Disease, eds. Scriver et al., New York: McGraw-Hill, 1989,
pagina 1565-1587). Na auséncia da enzima, a degradacdo em
etapas de sulfato de dermatano é blogueada e o substrato se
acumula intracelularmente nos lisosscmas, em uma ampla gama
de tecidos. A acumulagdo causa um distirbio progressivo com
envolvimento de maltiplos 6érgdos e tecidos, nos quais o
infante parece normal ao nascer, mas, usualmente, morre
antes da puberdade. O diagnéstico de MPS VI ¢, geralmente,
feito aos 6 - 24 meses de idade, quando as criancas mostram
progressiva desaceleragdo de crescimento, figado e bago
aumentados, deformidades no esqueleto, caracteristicas
faciais grosseiras, obstrugdo das vias aéreas superiores e
deformidades nas juntas. O enevoamento progressivo das
corneas, hidrocéfalo comunicante ou doenga cardiaca podem
se desenvolver em criangas com MPS VI, Em geral, a morte

resulta de infecglo respiratédria ou de doenga cardiaca.
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Diferente da MPS I, a MPS VI ndo estd tipicamente associada
com prejuizo progressivo do estado mental, embora
limitacdes fisicas possam causar impacto no aprendizado e
no desenvolvimento. Embora a malcria dos pacientes com MPS
VI tenham a forma severa da doenca, que & usualmente fatal
pelos anos da adolescéncia, tem sido descrito gue os
pacientes afetados com uma forma menos severa da doencga tém
sobrevivido durante décadas.

Varias publicacdes fornecem estimativas de incidéncia
de MPS VI. Um levantamento da Colimbia Britdnica, de 1990,
de todos os nascimentos entre 1952 e 1986, publicado por
Lowry et al. (Lowry et al.,, Human Genet. §85: 389-390)
(1990)) estima uma incidéncia de apenas 1 : 1,300.000. Un
levantamento australiano (Meikle et al., JAMA 281 (3): 249-
54) de nascimentos entre 1980-1.996 encontrou 18 pacientes,
para uma incidéncia de 1 : 248.000. Um levantamento na
Irlanda do Norte {Nelson et al., Hum. Genet. 101l: 355-358
(1997)) estimou uma incidéncia de 1 : 840.000. Finalmente,
um levantamento proveniente dos Paises Baixos, desde 1970 =
1996, calculcu uma vrevalé&acia de nascimentes de 0,24 por
100.000 (Poorthuis et al., Hum. Genet. 105: 151-156
(1999))., Com base nesses levantamentos, estimou-se que
existem entre 50 e 300 pacientes nos Estados Unidos, que
sdo diagnosticados com todas as formas dessa sindrome.

Ndc ha tratamento satisfatdério para MPS VI, embora
alguns poucos pacientes tenham se beneficiado de
transplante de medula déssea (TMO)} (Krivit et al., N. Engl.
J. Med. 311 (25): 16€06-11 (1984)). O TMO ndo estéa
universalmente disponivel devido a caréncia de um doador
adequado e estd associado com substancial merbidez e
mortalidade. O Grupoc EBuropeu para Transplante de Medula
Ossea relatou uma mortalidade relacionada a transplante de

10% (idéntico HLA) a 20-25% (HLA ndo casado) para 63 casos
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de transplante de distdirbios liscossomiais (Hoogerbrugge et
al., Lancet 345: 1398-14C2 (1995)). Diferente de TMO, a
maloria dos pacientes recebe tratamento sintomaticoc para
problemas especificos, como a sua uUnica forma de cuidado. &
um objeto da presente invencdo fornecer terapia de
reposi¢do de enzima com N-acetilgalactosamina-é-sulfatase
humana recombinante (rhASB). Nenhuma tentativa para se
tratar humanos com rhASB foi feita. Igualmente, guaisquer
dosagens clinicas ou formulacdes médicas aceitadvels foram
fornecidas. Inumeras tentativas de reposicéo de enzima no
modelo felino de MPS VI foram conduzidas.
SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo  engloba a producdo,
purificacdo e o uso de uma composigdo compreendendo uma N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase altamente purificada, na
forma precursora. 0O ADN e a seqiiéncia de aminodcidos da
forma precursora sdo descritos em SEQ ID NOS: 1 e 2,
respectivamente. A seqliéncia de sinal & prevista ser os
amincdcidos 1-38 de SEQ ID NO: 2, e a produgio reccmbinante
resultou em produto comegande no residuo de amincacido 39
ou no 40 de SEQ ID NO: 2,

Em um primeiro aspecto, a presente invencdo apresenta
novos métodos de tratamento de doencas causadas, no todo ou
em parte, por uma deficiéncia de N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase (RSB). Um método compreende a administracdo de
uma guantidade eficaz de uma composigdo farmacéutica a um
paciente com necessidade de um tal tratamento. Na
concretizacéo preferida, a composicdo farmacéutica
compreende N-acetilgalactosamina~4-sulfatase altamente
purificada na forma precursora, ou um seu fragmento,
mutante ou andlogo biologicamente ative, iscoladamente ou em
combinacdo com um veiculo farmaceuticamente adeguado. O

paciente sofre de uma doenga causada, no todo ou em parte,
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por uma deficiéncia de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase.
Em outras concretizagdes, esse método apresenta a
transferéncia de um acido nucléico codificando, no todo ou
em parte, de uma N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB) ou
um seu mutante ou andlogo blologicamente ativo, para uma ou
mais células de hospedeiro in wvivo. Concretizacgdes
preferidas incluem a otimizacdo da dosagem com relagdo as
necessidades do organismo a ser tratado, de preferéncia,
mamiferos ou humanos, para melhorar de maneira eficaz, os
sintomas da doenca. Em concretizacgdes preferidas, a doenca
é mucopolissacaridose VI (MPS VI) ou Sindrome de Maroteaux-
Lany.

Esse primeiro aspecto da invengdo fornece
especificamente métodos de tratamento de humanos sofrendo
de <doencas causadas, no todc ou em parte, por uma
deficiéncia de atividade de ASB, por administracdo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de ASB humana, de
preferéncia, ASB humana recombinante. Portanto, a invengdo
contempla o uso de ASB humana na preparagdo de um
medicamento para o tratamento de uma deficiéncia de
atividade de ASB, assim como uma composigdo farmacédutica
contende ASB humana para uso no tratamentc de uma
deficiéncia de atividade de ASB. A deficiéncia de atividade
de ASB pode ser observada, por exemplo, como niveis de
atividade de 50% ou menos, 25% ou menos ou 10% ou menos
comparados a nivels normals de atividade de ASB, e pode se
manifestar come uma mucopolissacaridose, por exemplo,
mucopolissacaridose VI (MPS VI) ou Sindrome de Maroteaux-
Lamy. A quantidade terapeuticamente eficaz & uma quaﬁtidade
suficlente para fornecer um efeito benéfico no paciente
humano e, de preferéncia, fornece melhoras em qualquer um
dos seguintes: mobilidade de juntas, dor ou rigidez, ou

subjetivamente ou objetivamente; tolerdncia ou resisténcia
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a exercicios, por exemplo, conforme medido por capacidade
de caminhar cu de escalar; fungdo pulmonar, por exemplo,
conforme medida por FVC, FEV ou FET; aculdade visual; ou
atividades da vida didria, por exemplo, conforme medida por
capacidade de se levantar a partir do estado sentado,
vestir-se ou despir-se, ou pegar pequenos objetos. A ASB
humana ¢, de preferéncia, administrada como preparac¢éo
recombinante altamente purificada, conforme aqui descrito.
Prepara¢des preferidas contém rhASB com uma pureza maior do
que 95%, 96%, 97%, 98%, 099%, 99,2%, 99,5%, 99,6%, 99,7%,
99,8% ou 99,9%, conforme medida por HPLC de fase reversa.
Preparacgbes preferidas também contém a forma precursora de
ASB em elevada pureza, de modo que formas processadas de
ASB ndo sdoc detectadas em SDS-PAGE manchados com Coomassie.
Muitissimo de preferéncia, a pureza da forma precursora de
ASB & malor do que 95%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% , 99,2%,
99,5%, 99,6%, 99,7%, 99,8% ou 099,9%, conforme medida por
cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC)~HPLC. A ASB
humana, de preferéncia, ¢é também formulada com um
tensoativo ou detergente ndo 1énico, conforme aqui
descrito, opcionalmente excluindo-se uma formulacdo com
polioxietileno sorbitano 20 ou 80 a 0,001%.

Constatou-se que & administragdo de rhASB em doses
abaixo de 1 mg/Kg por semana, por exemplo, & 0,2 mg/Kg por
semana, tem um efeitoc benéfico. A invencido ccntempla doses
de pelo menos 0,1 mg/Kg, 0,2 mg/Kg, 0,5 mg/Kg, 0,75 mg/Kg,
i mg/Kg ou 1,5 mg/Kg por semana, e podem variar até 2
ng/Kg, 4 mg/Kg, 5 mg/Kg, ou maiores doses por semana. A
dose preferida € de 1 mg/Kg/semana. De preferéncia, tais
doses sdo administradas wuma vez por semana, mas,
opcionalmente, podem ser divididas em quantidades iguais
cobrindo periodos de tempo mais fregiientes, tals como duas

vezes por semana ou diariamente. Contempla-se uma variedade
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de rotas de administracdo parenteral ou ndo parenteral,
incluindo oral, transdérmica, transmucosal, intrapulmonar
(incluindo aerossolizada}, intramuscular, subcutdnea ou
intravenosa, que entreguem dosagens equivalentes.
Administra¢do por injecdo de bolo ou infusio diretamente
nas juntas de CSF é também especificamente contemplada, tal
como intratecal, intracerebral, intraventricular, via
pungdo lombar ou via cisterna magna. Conhece-se uma
variedade de meics no estado da técnica para se conseguir
tal administracdo intratecal, incluindo bombas,
reservatérios, agulhas ou implantes. De preferéncia, as
doses sdo entregues via infusdes intravenosas durando 1, 2
ou 4 horas, muitissimc de preferéncia, 4 horas, mas, pode-
se também entregar por um bolo intravenoso.

Outros meios de aumentar a atividade de ASB nos
pacientes humanos sdo também contemplados, incluindo
terapia de gene, que faz com que o paciente aumente, de
maneira transiente ou permanente, a expressdo de ASB
exdgena ou enddgena. A transferéncia de um gene hASB
exbgeno ou de um promotor gue aumente a expressio do gene
hASB endégeno € possivel através de uma variedade de meios
conhecidos no estado da técnica, incluindo vetores virais,
recombinagdo heméloga ou injecdo direta de ADN.

Em um segundo aspecto, a presente invencdo apresenta
novas composicdes farmacéuticas compreendendo um N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB) ou um seu fragmento,
mutante cu andlogo biologicamente alivo, GUtil para tratar
uma doenga causada, no todo ou em parte, por uma
deficiéncia de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB). HNa
concretizagdo preferida, N-acetilgalactosamina-4-sulfatase
¢ precursora de N-acetilgalectosamina-4-sulfatase. Tais
composigdes podem ser adequadas para administracdo de

intmeras maneiras, tal como administragdc parenteral,
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tépica, intranasal, por inalacdo ou oral. Dentro do escopo
desse aspecto, estdo concretizagdes apresentando segliéncias
de 4dcidos nucléicos codificande, no todo ou uma parte de,
N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB), que possa ser
administrada in wvivo em células afetadas com uma
deficiéncia de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASBj.

Em um terceiro aspecto, a presente invencdo apresenta
um método para produzir um N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase (ASB) ou um seu fragmento, mutante ou andlogo
biologicamente ativo, em quantidades que permitam usar a
enzima terapeuticamente. Em uma ampla concretizacgdo, o
métode compreende a etapa de transferir um cADN que
codifique, no todo ou uma parte de, uma N~
acetilgalactcosamina-4-sulfatase (ASB) ou um seu mutante ou
analogo biologicamente ativo, em uma célula adegquada para a
sua expressdo. Na concretizacgdo preferida, as células sio
cultivadas em uma cultura constante ou continua ou em
perfusdo. Em outra concretizagdo, as células sdo cultivadas
em um meic que careca de G418. Em algumas concretizacdes,
um cADN que codifique uma N-acetilgalactosamina-4-sulfatase
{ASB) completa €&  usado, de preferéncia, uma  N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB) humana. Entretanto,
em outras concretizagdes, pode ser usado um cADN que
codifique um seu fragmento ou mutante biologicamente ativo.
Especificamente, uma ou mails substituic¢des de aminodcidos
podem ser feitas, enquanto se preserve ou intensifique a
atividade bioldégica da enzima. Em outras ccncretizacgdes
preferidas, usa-se um vetor de expressdo para transferir o
CADN para uma célula ou linhagem de células adequada para a
sua expressdo. Em uma concretizacdo particularmente
preferida, o cADN é transfectado em uma célula de Ovario de
Hamster Chinés (sigla, em inglés, CHQ), tal como a linhagem

de células CHO-K1. Ainda em outras concretizacgdes
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preferidas, o© procedimento de produgdc compreende as
seguintes etapas: (a) cultivar as células transfectadas com
ADN que «codifica toda ou um fragmento ou mutante
biclogicamente ativo de uma N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase humana, em um meio de cultura adecuado, até uma
densidade apropriada, (b) introduzir as células
transfectadas em um blorreator, (c¢) suprir um melo de
cultura adequado ao biorreator e (d) separar as células
transfectadas a partir dos meios contendo a enzima.

Em um gquarto aspecto, a presente invencio fornece
uma linhagem de c¢élulas transfectadas, gque apresenta a
capacidade de produzir N-acetilgalactosamina-4-sulfatase
(ASR) em guantidades que permitam usar a enzima
terapeuticamente. Em uma concretizagdo preferida, a N-
acetilgalactosamina-4~sulfatase é precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase. Em concretizacgdes
preferidas, a presente invencdc apresenta uma linhagem de
células de CHO recombinantes, tais comc a linhagem de
células CHO X1, que produz, de maneira estavel e confiavel,
guantidades de uma N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB)
ou de um seu fragmento, mutante ou andlogo biologicamente
ativo, que permita usar a enzima <terapeuticamente.
Especialmente preferida é a linhagem de células CHO Kl
designada como CSL4S-342. Em algumas concretizacgdes
preferidas, a linhagem de células transgénicas contém uma
ou mais copias de um construto de expressdo. De
preferéncia, a linhagem de células transgénicas contém
cerca de 10 ou mails copias do construto de expressdo. Em
concretizagdes ainda mais preferidas, a linhagem de células
expressa a N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ABS)
recombinante ou um seu Zfragmento, mutante ou analogo
biclogicamente ative, em quantidades de pelo menos 20 a 40

microgramas por 10’ células por dia.
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Em um quinto aspecto, a presente invenca
novos vetores adequados para produzir N-
acetilgalactesamina-4-sulfatase (ASB) ou um seu fragmento,
mutante ou andlogo biologicamente ativo, em quantidades que
permitam usar a enzima terapeuticamente.

Em um sexto aspecto, a presente invencdo fornece
nova N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB) ou um seu
fragmento, mutante ou andlogo bioclogicamente ativo,
produzida de acordo com os métodos da presente invengdo e,
por meio disso, presente em quantidades que permitam usar a
enzima terapeuticamente. A atividade especifica da N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB) de acordo com a
presente invenc¢do estéd, de preferéncia, na faixa de 20 a 90
unidades, e, mals preferivelmente, maior do que cerca de 50
unidades por mg de proteina. Na concretizagdo preferida, a
N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB) é precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase altamente purificada.

Em um sétimo aspecto, a presente invengdo apresenta um
novo métode para purificar a N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase (ASB) ou um seu fragmento, mutante ou analogo
biologicamente ativo. De acordo com uma primeira
concretizacdo, wuma massa de células transfectadas é
cultivada e removida, deixando a enzima recombinante.
Materiais exdgenos devem ser normalmente separados da massa
bruta, para evitar a deposic¢do microbiolégica nas colunas.
De preferéncia, o meio de‘crescimento contendo a enzima
recombinante & passado através de uma etapa de
ultracentrifugagdo. Em outra concretiza¢io preferida, o
método para purificar a N-acetilgalactosamina-4-sulfatase
precursora compreende: (a) obter um fluido contendo a
precursora de N-acetilgalactosamina~4-sulfatase; (b)
reduzir a atividade proteolitica de uma protease no fluido

capaz de clivar a precursora de N-acetilgalactosamina-4-
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sulfatase, sendo que a reducdo ndo prejudica a precursora
de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase; {c) colocar em
contate o fluido com uma resina de cromatografia de
interacdo com corante azul de Cibracon; ({(d) colocar em
contato o fluido com uma resina de cromatografia de
quelacdo com cobre; (e) colocar em contato ¢ fluido com uma
resina de cromatografia de interacdo hidrofébica com
fenila; (f) recuperar a precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase. De preferéncia, as etapas
(¢c), (d) e (e) podem ser realizadas seqgliencialmente. Os
técnicos especializados no assunto apreciam que uma ou mais
das etapas de cromatografia podem ser omitidas ou
substituidas, ou que a ordem das etapas de cromatografia
pode ser modificada dentro do escopo da presente invencgéo.
Em cutras cencretizacdes preferidas, o eluente a partir da
coluna de cromatograflia final é ultrafiltradeo /
diafiltrado, e uma etapa apropriada ¢é vrealizada para
remover quaisquer virus remanescentes. Finalmente, etapas
esterelizantes apropriadas podem ser realizadas, se
desejado.
DESCRICAC DAS FIGURAS

A Figura 1 fornece um fluxograma do métcdo para
produzir uma N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB) humana
de acordo com a presente invencédo.

A Figura 2 fornece um fluxograma do método para
purificar uma N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB)
humana de acordo com ¢ método de processo em batelada
(Tabela 14} .

A Figura 3 fornece o fluxograma do método de
purificagdo de uma N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB)
humana de acordo com o método de processo de perfusdo

(Tabelas 14 e 135).
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As Figuras 4A-4C retratam resultades obtidos para os
cromatogramas da coluna de Blue-Sepharose (Figura 4A),
coluna de Cobre Quelante-Sepharose (Figura 4B) e coluna de
Fenil-Sepharose (Figura 4C).

A Figura 5 retrata um gel de gradiente de
poliacrilamida de 4-20%, mostrandc o resultado de uma SDS-
PAGE tingida com prata, do métodc de purificagdo do
processo de perfusdo (Tabelas 14 e 15).

As Figuras 0A-6F retratam os resultados em géis de SDS
de gradiente de poliacrilamida de 4-20% das seguintes
amostras: raila 1, padrdes de peso molecular pré-tingidos de
amplo espectro NEB (PM em KDa); raia 2, 5 pg de ASB a
partir do lote AS60001 (antigo processo em batelada); raia
3, 5 pug de ASB a partir do lote AP60109 (processo de
perfuséo); raia 4, 5 Mg de ASB a partir do lote AP60109
UF10 (processo de perfusdo); raia 5, 5 pg de ASB a partir

do lote AP60109 UF15 (processo de perfusdo); raia 6, 5 ug
de ASB a partir do lote AP60109 AUF18 (processo de

perfusdo); raia 7, 5 pg de ASB a partir do lote AP60109

AUF2Z (processo de perfusdo); raiz 8, 5 pg de ASB z partir
do lote AP60109 AUF25 (processo de perfusio); e raia 9, 5
pg de ASB a partir do lote AP60109 AUF27 (processo de
perfuséo). 0Os géis s3o tingidos ou com Coumassie R-250 ou
com prata.

A FPigura 7A retrata os resultados em géls de SDS de
gradiente de poliacrilamida de 4-20% tingidos com prata. A
Figura 7B retrata os resultados em géis de 5SDS de gradiente
de poliacrilamida de 4-20% tingidos com Coomassie. Raia 1,
lote AP60202 UF4; raia 2, lote AP60202 UF10; raia 3, lote
AP60202 UF18; raia 4, lote AP60202 (BMK); raia 5, lote
102PD013%x% B3; raia 6, lote 102PD139%x B5; raia 7, lote

padrdo de referéncia de perfusdo rhASB-202-002; raia 8§,
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lote 102PD013% Pl; raia 9, lote 102PD0139 P2; e rais
padrdo Mark 12 (PM em KDa).

As Figuras B8A~8C retratam perfis obtidos para a coluna
de Blue-Sepharose (Figura B8A), coluna de Cobre Quelante-
Sepharcse (Figura 8B) e coluna de Fenil-Sepharose (Figura
8C). Na Figura 8B, a atividade de calepsina estd indicada
pela linha vermelha.

A Figura 9 retrata o0s resultados de géls de SDS de
gradiente de poliacrilamida de 4-20%. A Figura 9B retrata
os resultados das proteinas transferidas do gel da Figura
97, transferida para nitrocelulose e sondada pelos
anticorpos anti-rhASB. A Figura 9C retrata os resultados
das proteinas trensferidas do gel da TFigura 93,
transferidas para nitrocelulose e sondadas por anticorpos
anti-catepsina. BioLabPreStain indica padrdes de peso
molecular (PM em KDa (kilodaltons)).

A Figura 10 mostra niveis sériceos de anticorpos
anti-ASB durante 96 semanas de tratamento com rhASB em um
estudo clinico de Fases 1/2, er humanos.

A Figura 11 mostra a redugdo nos niveis de GAG
urindrio totais durante 96 semanas de tratamento com rhASB
em um estude clinico de Fases 1/2, em humanos.

A Figura 12 mostra uma comparacdo de niveis de GAG
urindrios na semana 96, em humanos tratados com rhASB com
relacdo a nivels normais aprcpriados a idade.

A Figura 13 mostra o aperfeigoamento nos resultados do
teste de caminhada de € minutos durante 96 semanas de
tratamento com rhASB em um estudo ¢linico de Fases 1/2, en
humanos,

A Figura 14 mostra nivels séricos de anticorpos-antin
ASB durante 48 semanas de tratamento em um estudo clinico

de Fase 2, em humanos.
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A Figura 15 mostra a reducdo nos nivels de GAG
urindrio durante 48 semanas de tratamentco em um estudo
clinico de Fase 2, em humanos.

A Figura 16 mostra uma comparagdo de niveis na semana
48, em humanos tratados com rhASB com relacdo a niveis
normais apropriades & idade.

A Figura 17 mostra o aperfeicoamento nos resultados do

teste de caminhada de 12 minutos, durante 48 semanas de

_tratamento em um estudo clinico de Fase 2, em humanos.

A Figura 18 mostra o aperfeigoamento nos resultados no
teste de subir escadas por 3 minutos, durante 48 semanas de
tratamento em um estudo clinico de Fase 2, em humanos.

A Figura 19 mostra os resultados no Teste de Tempo
Estendido de ILevantar e ir, durante 48 semanas de
tratamentc em um estudo clinico de Fase 2, em humanos.

As Figuras 20 e 21, respectivamente, mostram os
resultados dos questiondrios de dor de junta e de rigidez
de junta, durante 48 semanas de tratamento em um estudo
c¢linico de Fase 2, em humanos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo engloba a produgdo, a purificacéo
e o uso de uma composicdo compreendendo uma N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase altamente purificada na
forma precursora. A pureza de N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase na forma precurscra & pelo menos igual a ou maior
do que 95, 96, 97 ou 98% em proteina total, conforme
determinado pelo método de HPLC de fase reversa. De
preferéncia, a pureza € pslo menos igual a ou mailor do que
99%. Mals preferivelmente, a pureza é pelo menos igual a ou
maior do que 99,1, 99,2, 99,3 ou 99,4%. Ainda mais
preferivelmente, a pureza & pelo menos igqual a ou maior do
que 99,5, 99,6, 99,7 ou 99,8%. Ainda muito mals

preferivelmente, a pureza é pelo menos igual a ou malor do
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que 99,9%. B pureza da precursora de N-acetilgalactosamrna-
4-sulfatase é medida usando-se o método de HPLC de fase
reversa (ver o Exemplo 9). A pureza da precursora de N-
acetilgalactosamina-4~-sulfatase é aguela por meio da qual a
composigio é essencialmente livre de guaisquer
contaminantes de proteinas celulares ou N-
acetilgalactosamina-4~sulfatase processada, degradada ou
madura, que sejam detectdveis pelo método de HPLC de fase
reversa. Toda pureza percentual ¢é baseada na proteina
total, conforme determinada pelo métodc de HPLC de fase
reversa. A pureza elevada, reprodutivel de maneira
consistente, obtida usando-se o processo de purificagéo
revelado aqui, torna possivel tratar esses pacientes que
exigem tratamento crénico, de longa  duragao, com
preparag¢des de rhASB de elevada pureza, administradas a
cada tratamento, por exemplo, semanalmente. Portanto, a
invengdo contempla a adminilstracdc de rhASB precursora de
tal pureza elevada, durante um periodo de tempo longo, por
exemplo, 12 semanas, 24 semanas, 48 semanas, 96 semanas ou
mais.

Em um primeiro aspecto, a presente invencdo apresenta
novos métodos de tratamento de doencas causadas, no tode ou
em parte, por uma deficiénecia de N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase (ASB). Em uma concretizacdo, esse wmétodo
apresenta a administragdo de ume N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase (ASB) recombinante ou de um seu fragmento,
mutante ou andlogo bioleogicamente ativo, isoladamente ou em
combinagdo com velculo farmaceuticamente adequado. Em
outras concretizacdes, esse método apresenta a
transferéncia de um &cido nucléico, que codifica, no todo
ou em parte, uma N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB] ou
um seu mutante biologicamente ativo, em uma ou mais células

hospedeiras in vivo. Concretizagdes preferidas incluem a
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otimizagdo da dosagem Aas necessidades dos organismos a
serem tratados, de preferéncia, mamifercs ou humanos, para
melhorar, de maneira eficaz esses sintomas., En
éoncretizagées preferidas, a doenga é mucopclissacaridose
VI (MPS VI), Sindrome de Maroteaux-Lamy.

A pureza da precursora de N-acetilgalactosamina-
d-sulfatase & agquela por meio da qual a composicdo ¢
essencialmente livre de quaisquer proteinas celulares
contaminantes, gque possam causar una reacdo imunoldgica ou
alérgica pelo paciente ao qual se administra a precursorsz
de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase. Uma composigdo &
essencialmente livre de tals proteinas celulares do
hospedeiro, se a composigdo, guando administrada a un
paciente, ndo provoca qualquer reagdo imunoldgica ou
alérgica., A elevada pureza da precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase é importante para evitar
uma reacdo imunolégica ou alérgica pelo paciente com
relacdo as impurezas presentes na composicdo farmacéutica.
Isso é especialmente verdade em relagdoc a proteinas das
células, a partir das quais a precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase ¢é purificada. Quando a
precursora de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase
recombinante & expressa e purificada a partir de células de
Ovédrio de Hamster Chinés, as proteinas de Ovario de Hamster
Chinés podem causar reac¢des imunoldgicas ou alérgicas (por
exemplo, picadas) no paciente. O Unico meic de se evitar
esse tipo de reagdo é assegurar que a precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase seja suficientemente pura,
de modo gue as proteinas de Ovario de Hamster Chinés ndo
estejam em quantidade suficiente para provocar tal(is)
reacdo(des). A pureza da composigdo farmacéutica é

especialmente importante quando os pacientes sdo aqueles
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que sofrem de MPS VI e j& estdo, portanto, imunologicamente
comprometidos.

' De preferéncia, também, a pureza da precursora de
N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB} é tal cue a
composicdo tem somente tragos de formas processadas ou
degradas. As proteases presentes nas células de hospedeiro
clivam a N-acetilgalactosamina-4-sulfatase em formas de
pesos moleculares mais baixos. Ainda que algumas dessas
formas possam também ser enzimaticamente ativas, a forma
precursora €& preferivel para a assimilacdo celular e
direcionamento ao lisossoma, e, portanto, é desejdvel uma
maicr quantidade de ASB precursora nio processada na
preparacdo final. Além disso, formas degradadas de ASB nc
produto de droga também podem ensejar incidéncia mais
elevada ou maiores quantidades de anticorpos em relagdo a
propria ASB, o que é altamente indesejavel nos casos tails
como esse, em quc é necessaria a terapia de longa duracgdo
de pacientes. O processo de purificagdo por perfusio,
descrito aqui, resulta em uma preparagdc altamente pura, a
qual é essencialmente livre de contaminantes de proteinas
celulares da hospedeiro ou de formas de ASB
processadas/agregadas, como testado pela combinacio de SDS-
PAGE, HPLC de fase reversa e SEC-HPLC. Quando administrada
a humanos, ¢ produto produzido por esse processo parece ter
uma meia-vida maior.

A indicacdo para N-acetilgalactosamina-4-sulfatase
humana recombinante (rhASB) & para ¢ tratamento de MPS VI,
também conhecida como Sindrome de Maroteaux-Lamy. De acordo
com concretizacfes preferidas, uma dose inicial de 1 mg/Kg
(cerca de 50 U/Kg) é fornecida a pacientes sofrendo de uma
deficiéncia de N-~acetilgalactosamina-4-sulfatase. De
preferéncia, a N-acetilgalactosamina-4-sulfatase é

administrada semanalmente por injecdo. De acordo com outras
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concretizacdes preferidas, os pacientes que ndo demonstrem
uma redugdc de excregdes urindrias de glicosaminoglicano de
pelo menos cinglienta por cento sdo deslocados para a uma
dosagem de 2 mg/Kg (cerca de 100 U/Kg) dentro de cerca de
trés meses da dosagem inicial, De preferéncia, a N=-
acetilgalactosamina-4-sulfatase (rhASB) ou um seu
fragmento, mutante ou anadlogo biologicamente ativo, &
administrada intravenosamente durante aproximadamente um
periodo de quatro horas, uma vez por semana, de preferfncia
durante tanto tempo quanto persistirem os sintomas clinicos
significativos da decenga. Além disso, de preferéncia, a N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase (rhASB) é administrada por
um cateter intravenoso, colocado na veia cefdlica ou em
outra veia apropriada, com uma infusdo de salina comegando
em cerca de 30 cm’/h, Adicionalmente, de preferéncia, a N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase (rhASB) é diluida em cerca
de 250 cm® de salina normal.

Em um segundo aspecto, a presente invencdo apresenta
novas composicdes farmacéuticas compreendendo N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase (rhASB) ou um seu
fragmento, mutante ou andlogo biologicamente ativo, util
para tratamento de uma deficiéneia de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase. A enzima recombinante pode
ser administrada de 1inUmeras maneiras, em adigidoc as
concretizacdes preferidas descritas acima, tals como
administragdo parenteral, toépica, intranasal, por inalagdo
cu oral. Outro aspecto da invencdo é fornecer a
administracdo da enzima por sua formulacdo com um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel, que pode ser sélido, semi-
s6lido ou liquido ou uma capsula ingerivel. Exemplos de
composicdes farmacéuticas incluem comprimidos, pastilhas,
tais como pastilhas nasais, composi¢des para aplicacao

tépica, tals como pomadas, geléias, cremes e suspensdes,



10

15

20

25

30

18/108

aerosséis para  inalacdo, spray nasal, lipossomas.
Usuelmente, a enzima recombinante compreende entre 0,05 e
99% ou entre 0,5 e 99% em peso da composigdo, por exemplo,
entre 0,5 e 20% para composi¢des pretendidas para injecgao,
e entre 0,1 e 50% para composigdes pretendidas para
administracdo oral.

Para produzir composig¢des farmacéuticas nessa forma de
unidades de dosagem para aplicac¢do oral contendc uma enzima
terapéutica, a enzima pode ser misturada com um veiculo
sélido, pulverulento, por exemplo, lactose, sacarose,
sorbitol, manitol, um amido, tal como amido de batata,
amido de milho, amilopectina, pé de lamindria ou pé de
polpa de citros, um derivado de celulose ou gelatina, e
também pode incluir lubrifibantes, tais como estearato de
cdlcio ou de magnésio ou uma Carbowax ou outras ceras de
polietilencglicecl, e comprimidas para formar comprimidos ou
ntcleos para dréageas. Se forem necessdrias drageas, os
nucleos podem ser revestidos, por exemplo, com sclugbes de
actcar concentradas, gque podem conter goma arabica, talco
e/ou didéxido de titénio, ou, alternativamente, com um
agente formador de filme dissolvido em solventes orgdnicos
de elevada velatilidade ou misturas de sclventes orgdnicos.
Corantes podem ser adicionados a esses revestimentos, por
exemplo, para se distinguir entre diferentes teores de
substédncia ativa. Para a composicdo de cédpsulas de gelatins
mole consistinde em gelatina e, por exemplo, glicerol, como
um  plastificante, ou capsulas fechadzs similares, &
substédncia ativa pode ser adicionada sob mistura com uma
Carbowax ou um Oleo adequado, como, pbr exemplo, 6leoc de
gergelim, o6leo de oliva ou 6leo de araquis. Capsulas de
gelatina dura podem conter granulados da substédncia ativa
com veiculos so6licos, pulverulentos, tals como lactose,

sacarose, sorbitel, manitcl, amidos, tais como amido de
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batata, amido de milho ou amilopectina, derivadas de
celulose ou gelatina, e também podem incluir estearato de
magnésio ou acido estedrico, como lubrificantes.

Enzimas terapéuticas da presente invencdo também podem
ser administradas parenteralmente, tal como por injecgéo
subcutdnea ou intravenosa, ou por injecdo Unica ou infusdo
com bomba ou por 1implante subcutdneo de liberacdo
sustentada, e enzimas terapéuticas podem ser administradas
por inala¢do. Em 1injecdo subcuténea, intramuscular e
intravenosa, a enzima terapéutica (o ingrediente ativo)
pode estar dissolvida ou dispersada em um veiculo carreador
ligquido. Para a administragdo parenteral, o material ativo
pode ser adequadamente adicionado sob mistura com um
veiculo aceitédvel, de preferéncia, da variedade de 6bleo
vegetal, tais como 6leo de amendoim, d&leo de semente de
algoddc e os similares. Outros veiculos parenterals, tais
come composicdes orgdnicas usando solketal, glicerol,
formol, e formulacdes parenterais aquosas também podem ser
usadas.

Para aplicacdo parenteral por injecdo, as composicées
podem compreender uma solugdc aquosa de um sal
farmaceuticamente aceitdvel soluvel em &gua cos é&cidos
ativos de acordo com a invengdo, de maneira desejivel em
uma concentracao de 0,5 a 10%, e, opcionalmente, também, um
agente estabilizante e/ou substdncias tampio em solucdo
aquosa. Unidades de dosagem da solugdo podem ser
acondicionadas, de maneira vantajosa, em ampolas.

Quando enzimas terapéuticas sio administradas na forma
de um implante subcutdneo, ¢ composto é& suspenso ou
dissolvido em um material de dispersdo lenta conhecido
pelos técnicos especializacdos no assunte, ou administradec
em um dispositivo que libere lentamente o material ativo,

por meio do uso de uma forga motriz constante, tal como uma
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bomba osmética. Em tais casos, é possivel a administracdo
durante um periodo de tempo estendido.

Para a aplicac&o tépica, as composig¢des farmacéuticas
estdoc adequadamente na forma de uma pomada, suspensao
celular, creme ou similares. A quantidade de substéncia
ativa pode variar, por exemplo, entre 0,05 - 20% em peso da
substdncia ativa, tais composicées farmacéuticas para
aplicacdo tdpica podem ser preparadas de maneira conhecida
por mistura da substéncia ativa com materials de veilculo
conhecidos, tais como isopropanol, glicercl, parafina,
dlcool estearilico, polietileno glicol, etc. O veiculo
farmaceuticamente aceitével também pode incluir um promotor
de absorgdo quimica conhecido. Exemplos de promotores de
absorgdc sdo, por exemplo, dimetilacetamida (patente norte-
americana N° 3.472.931), - tricloro-etanol ou trifluoro-
etanol (patente norte-americana N° 3.891.757), «certos
alcodls e suas misturas (patente britdnica N° 1.001,949).
Um material de veiculo para a aplicagdo tbdpica para pele
integra ¢é tampém descrito no relatério descritivo de
patente britdnica N° 1.464.975, que revela utm material de
veiculo consistindo em um solvente compreendendo 40 - 70%
(v/v) de isopropanol & 0 - 60% (v/v) de glicerol, o
restante, se houver, sendo um constituinte inerte de um
diluente, n&o excedendo 40% do volume total de solvente.

A dosagem, na qual as composicles farmacéuticas
contendo enzima terapéutica s&o administradas, pode variar
dentro de uma ampla faixa e dependerd de virios fatores,
tals como, por exemplo, da severidade da doenca, da idade
do paclente, etc, e podem ter que ser individualmente
ajustados., Como uma possivel faixa para a quantidade de
enzima terapéutica, que pode ser administrada pecr dia,
mencione-se desde cerca de 0,1 mg a cerca de 2.000 mg, ou

desde cerca de 1 mg a cerca de 2.000 mg.
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As composig¢des farmacéuticas contendo a enzima
terapéutica podem ser adequadamente formuladas de modo que
elas fornecam doses dentro dessas faixas ou como unidades
de dosagem tGnica ou como unidades de dosagem miltipla. Além
de conter uma enzima terapéutica (ou enzimas terapéuticas),
as formulacBes de acordo com a invengdo podem conter uma ou
mais substdncias ou cofatores para a reagdo catalisada pela
enzima terapéutica nas composicdes. Composic®es contendo
enzimas terapéuticas podem também conter mais do que uma
enzima terapéutica. Igualmente, a enzima terapéutica pode
estar em forma conjugada estando ligada a outra porgdo, por
exemplo, PEG. Adicionalmente, a enzima terapéutica pode
conter uma ou mais por¢des de alvo ou peptideos de trénsito
para auxiliar a entrega a um tecido, érgdo ou organela de
interesse.

A  enzima recombinante empregada ncs métodos e
composicdes de acordo com a invencdo também pode ser
administrada por meio de transformacido de células dec
paciente com Acidos nucléicos que codifiquem a N-
acetilgalactesamina-4-sulfatase ou um seu fragmento,
mutante ou andlogo biologicamente ative. A seqiiéncia de
dcidos nucléicos que codifica assim pode ser incorporada em
um vetor para transformacdo em células do paciente a ser
tratado. Concretizagles preferidas de tais vetores sdo agui
descritas. O vetor pode ser projetado de mode a se integrar
nos cromossomas do destinatdrio, por exemplo, vetores
retrovirals, ou para replicar-se autonomamente nas células
hospedeiras. seqgliéncias de nucleotideos contendo vetores,
codificando N-acetilgalactosamina-4-sulfatase, podem ser
projetadas de modo a fornecerem expressio continua ou
regulada da enzima. Adicionalmente, o© vetor genético
codificando a enzima pode ser projetado de modo a se

integrar de maneira estavel ao genoma celular ou de medo a
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estar presente somente de maneira transiente. A metodologia
geral de terapia genética convencional pode ser aplicada a
seqgliéncias  de polinucleotideos que codifiquem  N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase. RevisbGes de técnicas de
terapia genética convencional podem ser encontradas em
Friedman, Science 244: 1275-1281 {198%); Ledley, J.
Inherit. Aletab., Dis. 13:587-616 (1893%0); e Tososhev, et
al., Curr. Opinions Biotech. 1:55-61 (1990).

Um método particularmente preferido de administracgdo
da enzima recombinante é intravenosamente. Uma composicédo
particularmente preferida compreende N-acetilgalactosamina-
4-sulfatase recombinante, salina normal, tampdo de fosfato
para manter o pH em cerca de 5 - 7, e albumina humana. A
composi¢do pode iacluir adicionalmente polioxietileno
sorbitano, tais como 20 ou 80 (Tween 20 ou Tween 80) para
melhorar a estabilidade e prolongar a vida de prateleira.
Alternativamente, a composicdo pode incluir qualquer
tenscativo ou detergente ndoc idnico conhecido na técnica,
incluindo, mas, ndo limitados a polioxietileno sorbitano 40
ou 60; ésteres de Acidos graxos de polioxietileno;
monoisoestearatos de polioxietileno sorbitano; poloxémeros,
tais como poloxdmerc 188 ou poloxdmero 407; octoxinol-9 ou
octoxinol-40.

De preferéncia, o tensoativo ou detergente ndo idnico
estd presente em uma concentracdo de pelo menos 0,0001%, ou
pelo menos (,0005%, ou pelo menos 0,001%, 0,002%, 0,003%,
0,004% ou 0,005% (p/v). De preferéncia, a concentracdo & a
mais baixa necessaria para se conseguir & estabilidade
desejada, contudo, pode ser de até 0,005%, 0,006%, 0,007%,
0,008%, 0,009%, 0,01% ou 0,02% (p/v). Muitissimo de
preferdncia, a composicdo compreende um polissorbato em uma

concentragdc de 0,005% * 0,003% (por exemplo, 0,002% a
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0,008%). Esses ingredientes de composicdo, de preferéncia

podem ser fornecidos nas seguintes quantidades:

N-acetilgalactosamina-4~sulfatase 1-5 mg/mL ou 50 - 250 unidades/mL

150 mM em uma bolsa IV, 50 - 250 cm’
Solugdo de cloreto de sédio
de volume total

10 - 100 mM, pH 5,8, de preferéncia 10
Tampdo de fosfato de sddio

M
Albumina humana, opcional 1 mg/nl
Tween - 20 ou Tween - 80 0,001% - 0,005% (p/v)

fm uma concretizacdo preferida, & ASB é formulada como 1 mg/mL em NaCl 150 mM

. NapQ, 10 mM, pH 5,8, Polissorbato 80 & 0,005%.

Em um terceiro aspecto, a presente invengdo apresenta
um método para produzir N-acetilgalactosamina-4-sulfatase
(ASB) ou  um  seu fragmento, mutante ou  andlogo
biologicamente ativo, em quantidades que permitam usar a
enzima terapeuticamente, Em uma concretizacéo ampla, o©
método compreende a etapa de transfecgdo um cADN que
cedifique, no todo ou em parte, uma N-acetilgalactosamina-
4-sulfatase (ASB) ou um seu mutante ou analogo
biolcgicamente ativo, em uma célula adequada para a sua
expressdo, Em algumas concretizagdes, um cADN que codifique
uma N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB) completa ¢
usado, de preferéncia, uma N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase {ASB) humana. Entretanto, em outras
concretizacdes, pode ser usado um cADN que codifique um seu
mutante ou andlogo biologicamente ativo. FEspecificamente,
uma ou mais substituicgdes de amincdcidos podem ser feitas,
desde que se preserve ou ilntensifique a atividade bioldgica
da enzima.

Em outras concretizagdes preferidas, usa-se um vetor
de expressfo para transferir o CcADN para uma célula

adequada ou linhagem de células para sua expressdo. Em uma
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concretizacéo particularmente preferida, 0
transfectado para uma célula de Ovdrio de Hamster Chinés,
tal como a linhagem de células CHO-Kl1. Ainda em outras
concretizacdes preferidas, o procedimento de producdo
compresnde as seguintes etapas: (a) cultivo de células
transfectadas com ADN que codifica toda uma N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase humana ou um seu fragmento
ou mutante biologicamente ativo, em un meioc de cultivo
adequado até uma densidade apropriada; (b) introdugdc das
células transfectadas em um biorreator, (c) suprimento de
um meio de cultura adequado ao biorreator, (d) coleta do
meio contendo a enzima recombinante, e (e) remocdo, de
maneira substancial, as células transfectadas do meio
coletado.

Um meio adequado para se cultivar as células
transfectadas & um meio JRH Excell 302, suplementado com L-
glutamina, glicose e hipoxantina / timidina, opcicnalmente
com ou sem G418. Em um meio preferido, o meio JRH Excell
302 é adicionalmente suplementado com &cido félico, serina
e asparagina, e ndo had G418 presente no meio, Usando-se
esse melo preferido para cultivar as células, fornece-se
uma precursora de rhASB de pureza mais elevada, comparado
ao usc do melo suplementado com G418, mas, sem &cido
félico, serina e asparagina (ver trilha 2 da Figura 6).
Prefere-se cultivaz as células em um meio tal gue se
alcance uma densidade de células de cerca de 1 x 10
células/mL, resultando em 10 - 40 mg/mL de enzima ativa.
Além disso, é preferivel cultivar as células transfectadas
em um biorreator durante cerca de 5 a 15 dias, mais
preferivelmente, cerca de 9 dias. De preferéncia, as
células transfectadas s&o cultivadas em um biorreator
usando um processo baseado em perfusdo com coletas

continuando até 35 dias. Mais preferivelmente, as células
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transfectadas sdc cultivadas em um bhiorreator usando um
processo baseado em perfusdo com coletas continuando até 45
dias. Ainda mais preferivelmente, as células transfectadas
sdo cultivadas em um biorreator usandc um processo bhaseadce
em perfusfo com coletas continuando até 60 dias. Ainda
muito mais preferivelmente, as células transfectadas sio
cultivadas em um biorreator usando um processo baseado em
perfusdo com coletas continuando até 90 dias.

De acordo com concretizacdes preferidas, as células
transfectadas podem ser removidas, de maneira substancial,
do sobrenadante do biorreator filtrando-as através de
membranas sucessivas, tais como uma membrana de 10 pum,
sequida por uma membrana de 1 um, seguida por uma de 0,2
pm. Qualquer meio de coleta remanescente ©pode ser
descartado antes da filtragdo.

N-acetilgalactosamina~4~sulfatase humana recombinante
pode ser produzida em células de Ovdrio de Hamster Chinés
(Peters, et al., J. Biol. Chem. 265: 3374-3381). A sua
assimilacéo é mediada por um receptor de manose-6-fosfato
de elevada afinidade expresso na maioria, mas, nio em
todas, as células {Neufeld, et al., “The
mucopolysaccharidoses”, The Metabolic Basis of Inherited
Disease, eds. Scriver, et al., New York: McGraw-Hill
(1989), péginas 1565-1587). Uma vez ligada ao receptor de
nanose-6-fosfato, a enzima sofre endocitose através de pits
revestidos e é transportada aos lisossomas. No pH dos
lisossomas, a enzima estd ativa e c¢cmega a remover <s
residuos de sulfatc do sulfato de dermatano acumulado. Nos
fibroblastes de MPS VI  acumulados, a eliminagido de
armazenamento ¢é rapida e facilmente demonstrada dentro de
82 horas da exposicdo da enzima (Anson, et al., J. Clin.

Invest. 99: 651-662 (195%7)). A enzima recombinante pode ser
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produzida em uma escala de fermentagido de 110 L (volume de

trabalho de 80 L), de acordo com um

aproximadamente
processo de acordo com o fluxograma delineado na Figura 1.
A enzima recombinante pode ser prcduzida usando-se o©

método seguinte, cenforme descrito na Tabela 1A-C.

Tabela 1A: Processo de Cultivo de Células pelo Processo de

Batelada Alimentada

Etapa Processo Testagem no Processo
1.Descongelamento | o Inocular as células * Contagen de
do Banco de descongeladas em um frasco T-75 | células
Células de com 25 mL de meio JRH Excell ¢ Viabilidade das

Trabalhco (WCB)

302 suplementado com L-
glutamina 4 mM, 4,5 g/L de
glicose e 10 mg/L de
hipoxantina / timidina:
adicionalmente suplementado com
&cido félico, serina e
asparagina (nenhum G418)

* Cultivar durante 3 dias para
alcancar densidade de 1 x 10%

células

células
v

3. Frasco Spinner
de 250 mL

¢ Adicionar células a 175 mL de
meio suplemertado (sem G418)

¢ Cultivar durante 3 dias

* Contagem de
células

* Viabilidade das
células

J

4. Frasco Spinner

s Adiciconar células a 800 mL de

¢ Contagem de

de 1L meio suplementado (sem G418) células
s Cultivar 1 - 2 dias * Viabilidade das
células
¢
5. Frasco Spinner |e adicionar células a 4 L de * Contagem de
de 8 L meio suplementadc (Sem G418) células
e Cultivar 1 - 2 dias ¢ Viabilidade das
células
{
6. 2 x Frasco ¢ Dividir o volume de trabalho ¢ Contagem de
Spinner de 8 L em 2 Frascos Spinner de 8 L células
¢ Adicionar células & 5,5 L de ¢ Viabilicade das
meio suplementado (sem G418} células
para cada Frasco Spinner de B
¢ Cultivar 1 - 2 dias
d
7. Inoculacde de | Adicionar células a 7 mL de * Contagem de
Blorreator de 100 | meio suplementado células
L » Cultivar 9 dias ¢ Viabilidade das
células
¢
8. Produgdo * Aproximadamente 9 dias de ¢ Contagem de
cultivo em biorreator células
¢ Viabilidade das

células
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* Atividade
{
9. Coleta de » O colelado é bombeado para
Sobrenadante bolsa de 100 L, refrigerado
durante uma noite
4
10. Remogdo de e Células sjo removidas do meio | Ponto de Liberacdo
células coletado por filtracdo através de QC
de um cartucho de membrana de ¢ Atjvidade
10 pm, ssguide por cartuchos de | e Biocarga
1l ym e 0,2 pm. Uma vez gue as * Endotoxina
células tenham sido deixadas + Micoplasma
repousar durante uma noite, os + advento in vitro.
5 a 10% finais do meio coletado Agentes
sdo descartados antes da
filtragdo

Em uma concretizacdo, as células ‘transfectadas séo
cultivadas em um processo de cultura de células, que é um
processo baseado em perfusdo, com coletas continuando até
35 ou mais dias, com uma taxa de coletas de aproximadamente
400 L por dia, a partir de um bilorreator de 110 L. De
preferéncia, a taxa de coleta é de aproximadamente 800 L
por dia, a partir de um biorreator de 110 L. Um fluxograma
de processo comparando o processo de cultura de células em
perfusdo com o processo de cultura de células em batelada é
mostrade na Tabela 1B. Comparacdes com © procsesso de
batelada alimentada, assim como detalhes das mudangas
especificas implementadas para o processo de cultura de

células baseada em perfusdo, estdo resumidos na Tabela 1C.

Tabela 1B: Processo de Cultura de Células - Comparagdo

entre Processos de Batelada Alimentada e em Perfusédo

Processo em Batelada Processo em Perfusdo
1 Frasco de Banco de Células de 1 Frasco de WCB
Trabalho (WCB)
) 4
Frasco T 75 cm’ Frasco T 75 cm’
{ {
Frasco Spinner de 250 mL Frasco Spinner de 250 mL
¢ {
2 x Frasco Spinner de 250 mlL 2 x Frasco Spinner de 250 mL
i ¥
2 x Frasco Spinner de 3L L 2 % Frasco Spinner de 3 L
) ¢
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2 x Frasco Spinner de 8L L

2 x Frasco Spinner de 8 L

]

¢

!

2 x Biorreatores de 110L L
{volume de trabalhc de 80-95 T}
Modo Batelada de 11 - 12 dias

1l x Biorreater ge 110 L
{volume de trabalho de 75 - 85 L)
Mode Batelada de 1 - 3 dias

1 x Biorreator de 110 L
(volume de trabalhe de 75 - 85 L)
Duracdo de cultura de até 35 dias

$

J

Colecdo coletada armazenada em
bolsas de polietilenc de 200 L

Colecdo coletada armazenada em
bolsas de polietileno de 200 L

J

Tabela 1C: Descrigdo Sumaria das Diferencas entre os

Processos em Batelada Alimentada e em Perfusdo

Etapa de Descricéo (Batelada) Descrigdo (Perfuséo)
Produgéo
Uma batelada é o resultado de | Mudanca: Uma batelada é
CULTURA DE uma corrida de produgdo com ¢ resultade de uma
CELULAS dois biorreatores de 110 & corrida de predugdo com
um biorreater de 110 L
Um frasco para cada batelada Mudanca:
de produgdo. Viabilidade celular: >
Testes: Viabilidade de células | 90%
esperadas > 95% Viabilidade de > 90% em
Descongelamento

descongelamento provou
obter corridas bem
sucedidas & produto que
atende as
espccificagdes

Esperada > 1 x 10° célules

de frasco ce WCB
recuperadas

¢

Rproximadamente 5 x 107 Nenhuma nudanca
células plagueadas em um
frasco.

Durac¢ado da etapa: =~ 2 dias
Testes: Viabilidade de células
esperada > 920%

Esperada > 2 x 107 células

Prascos T 75 cm’

recupexadas

Células provenientes do T75 Nenhuma mudanga
sdo divididas em um frasco
Spinner de 259 mL.

Duracdo da etapa: = Z Glas
Testes: Viabilidade de células
esperada > 90%

Esperada > 2 x 10% células

Frasco Spinner
de 250 nL

recuperadas

Células provenientes de 1 x Nenhuma mudanga
Frasco Spinner de 250 mL sdo
divididas em dois Frascos
2 X Trasco Spinner de 250 mL.
Spinner de 250 Juracdo da etapa: ~ 3 dias
mL Testes: Viabilidade de células
esperada > 90%

Esperada z 4 x 10° células

recuperadas
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2 x Frasco
Spinner de 3 L

Células provenientes de 2 x
Frascc Spinner de 250 mlL s&o
divididas em dois Frasccs
Spinner de 3 L.

Duracdo da etapa: = 4 dias
Testes: Viebilidade de células
esperada > 20%

Esperada > 4,8 x 10° células

Nerhuma mudanga

recuperadas

2 x Frasco
Spinner de 8 L

Células provenientes de 2 x
Frasco Spinner de 3 L sdo
divididas em dois Frascos
Spinner de § L.

Dura¢do da etapa: = 2 dias
Testes: Viabilidade de células
asperada > 20%

Esperada 2 1,6 x 10" células

Nenhuma mudanca

recuperadas

Inoculagdo de

Inéculo de 2 0,8 x 10%° células
& adicionado & cada um dos
dois biorreatores contendo 32
- de meio de cultura cada um,

Mudanca:

Inéculo de 2 1,6 x 10Y°

células adicionadc a um
biorreator contendo 64

Frasco de Cultura monitorada com sistema | L de meio de cultura.
Cultura .
de controle com interface de {reflete 0 usc de um
PC biorreator versus
dois).
1
Crescimento: 3 dias de Mudancas: Crescimento /
crescimento até que a cultura Transicio / Coleta:
alcance uma densidade > 3,2 x Quando a densidade de
10" células. células alcanga > 8 x
Divisdo vertical: meio de 10% células/ml, a
cultura adicionado até o perfusdo é iniciada. A
volume final de 95 L. taxa de perfusdo é
Coleta: Sobrenadante foi gradualmente aumentada
coletado no dia 11 cu gquando a | para 5 volumes de vaso
viabilidade celular caiu por dia, com base nos
abaixc de 70%. O sobrenadante niveis de glicose,
Producio é filtrade ¢ armazenado. Quande a densidade de
células for > 1,28 x
10*2, o ajuste de pH é
levado para 7,35. Uma
vez que Cessem oS
aumentos de taxa de
perfusdo, o nivel de
glicose é mantido por
reducdo da densidade de
células com uma sangria
de células. Q
sobrenadante colhido é
coletado e filtrado.
A corrida é terminada na Mudanca: A cerrida é
coleta. terminada depois de se
alcancar 35 ou mais
dias ou que a atividade
Finalizaco caia abaixo de 2 mg/ml

durante trés dias
consecutivos ou depois
que gsobrenadante
colhido adequado seja
coletado. _J
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A preparac¢do de inéculo para processo de aumento de
escala & a mesma para os processos em patelada alimentada e
em perfusdo. Em uma concretizacdo, a cultura de células
rhASB é& iniciada por descongelamento de um Unico frasco
proveniente do Banco de Células de Trabalho e por
transferéncia de seu conteudo (aproximadamente 1 mL) para
aproximadamente 25 mL de meio EX-CELL 302 (modificade com
L~glutamina, sem vermelho de fenol}) em um frasco T de
cultura de células com 75 cm’. Em cada etapa de expansdo, a
cultura de células é incubada até gue uma contagem de
células viaveis de aproximadamente 0,8 x 10° células/mL
seja alcangada. Cada etapa de expansdo de células &
monitorada com relacdo ao crescimento celular (densidade de
células) e viabilidade (via exclusdo de azul de tripano).
Todas as adigbes de meio EX-CELL 302 (modificado com L~
glutamina. sem vermelho de fenol) e as transferéncias de
células sdo realizadas assepticamente em uma capela de
escoamento laminar. A cultura de células é expandida
seqiiencialmente a partir do frasco T com 75 cm’ para um
frasco spinner de 250 mL, para dols frascos spinner de 250
mL, para dols frascc spinner de 3 L e, finalmente, para
dois frascos spinner de 8 L, Tecdo o processo de aumento de
escala dura aproximadamente 14 dias. Quando os dois frascos
spinner de 8 L estiverem & uma densidade de pelo menos 1,0
x 10% células/mL, os frascos sdo usados para semear um
bicrreator de 110 L.

Prefere-se que cada operagdo de biorreator para a
expressdo ou produgdo ou manufatura de rhASB utilize um
processo de cultura de células baseado em perfusiao. De
preferéncia, ¢ biorreator, usande o processo de perfusio,
pode ccntrolar as densidades de células tdo altas quanto

até 37 milhGes de células por mL; comparando-se aos 4 ~ 5
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milhdes de células por mL usando-se o processo de batelada
alimentada.

0 processo baseado em perfusdo corre durante mais
tempo (35 dias}) do que o processo de batelada alimentada
{11 - 12 dias) e produz um volume maior de fluido de
cultura de células coletadas (aproximadamente 400 L/dia em
uma taxa de perfusdo de 5 volumes de vaso por cia) em
comparacgdc com o processc de batelada alimentada (190
L/corrida). De preferéncia, a coleta é realizada até 35
dias para uma coleta total de aproximadamente 8.400 L de
sobrenadante.

As Células de Producdo Final (EPC) sdo avaliadas com
relacdo A estabilidade genética, & identidade, a
esterilidade e contaminagdo por agente adventicio por
diretriz de ICH. De preferéncia, resultados de EPC, obtides
a partir de uma corrida em biorreator de 35 dias de
duracdo, AC60108, produzidos sob condigdes de cGMP, mostram
nenhum crescimento ou resultados negativos ou nenhuma
detecgdo da presenca de bactérias e fungos, micoplasna,
contaminantes virais adventicios, virus nmurinos, ou
contaminantes ou particulas semelhantes.

Em um quartc aspecto, a presente invencdoc fornece uma
linhagem de c¢élulas transgénicas, que apresenta a
capacidade de produzir N-acetilgalactosamina-4-sulfatase
{ASB) cu um seu fragmento, mutante ou  analogo
biclogicamente ativo, em quantidades que permitam usar =z
enzima terapeuticamente. Em concretizactes preferidas, =
presente invencdo apresenta uma linhagem de células de
Ovédrio de Hamster Chinés recombinante, tal como a linhagem
de células CHO-K1, que produz, de maneira confidvel e
estavel, gquantidades de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase

(ASB), que permitam usar a enzima terapeuticamente.
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Especialmente preferida € a linhagem de células CHO-K1
designada por CS5L45-342. Em algumas concretizacoes
preferidas, a linhagem de células contém um cu mais de um
construto de expressdo. Mals preferivelmente, a linhagem de
células contém cerca de 10 ou mals coépias do construto de
expressao. Em concretizagdes ainda mails preferidas, a
linhagem de células expressa N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase (ASB) recombinante em quantidades de pelc menos
cerca de 20 - 80 ou 40 - 80 microgramas por 107 células por
dia.

N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB) humana
recombinante (rhASB) pode ser produzida a partir de uma
linhagem de células CHO-KI (Ovério de Hamster Chinés)
transfectada, estédvel, designada pcr CSL45-342., A linhagenm
de células é descrita na literatura (Crawley, J. Clin.
Invest. 99: 651-662 (1997)). Banco de Células Mestre (MCB)
e Banco de Células de Trabalho (WBC) foram preparados em
Tektagen, Inc. (Malvern, PA). Os bancos de células foram
caracterizados por diretrizes recomendadas por ICH para uma
linhagem de células de mamifero recombinante.

Em um quinto aspecto, a presente invengdo fornece
novos vetores adequados para produzir N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB) ou um seu fragmento,
mutante ou andlogo biologicamente ativo, em quantidades que
permitam usar a enzima terapeuticamente.

Em um sexto aspecto, a presente invencdo fornece nova
N~acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB) ou um seu
fragmento, mutante ou andlogo biologicamente ativo,
produzida de acordo com os métodos da presente invencédo e,
por meio disso, presente em quantidades que permitem usar a
enzima terapeuticamente. A atividade especifica preferida
da N-acetilgalactosamina-4-sulfatase (ASB) de acordc com a

presente invengdc é de cerca de 20 - 90 unidades, e mails
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preferivelmente maior do que 50 unidades por miligrama de
proteina. De preferénecia, a enzima tem um peso de
glicosilado de <cerca de 55 a 56 KDa, muitissimo de
preferéncia de 55,7 KDa. De preferéncia, a enzima tem um
peso glicosilado de cerca de 63 a 68 KDa, muitissimo de
preferéncia de cerca de 64 a 66 KDa. A presente 1invencio
também inclui fragmentos biologicamente ativos, incluindo
moléculas truncadas, analogos e mutantes da N~
acetilgalactosamina-4-sulfatase humana de ocorréncia
natural.

O CcADN humano para N-acetilgalactosamina-4~sulfatase
prevé uma proteina de 533 aminodcidos, com um peptideo de
ginal de 41 aminodcidos (Peters, et al., J. Biol. Chem.
265: 3374-3381). O peso molecular previsto é de cerca de
55,9 KDa depois de clivagem do peptideo de sinal. A enzima
recombinante tem um peso molecular aparente de 64 KDa em
SD5-PAGE, devido a modificacgbes de carkoidratos. A
seqliéncia de proteina prevista contém seis potenciais
sitios de modificacdc de oligossacarideo ligados a N, dos
quais quatro podem ser usados com base em uma massa média
de 2.000 KDRa e 8.000 KbDa de diferenca entre as massas
prevista e aparente, Uma forma madura da precteina
intracelular tem trés peptideos ligados por ligactes de
cistina. O maior peptideo tem um peso molecular de 47 KDa;
os outros dois tém um peso molecular de 6 e 7 KDa,
respectivamente.

Uma descrigdo de um produto de droga, produzido e
purificado de acordo com os métodos da presente invengdo, é
fornecida na Tabela 2.

Tabela 2: Especificagdes Preliminares de Produto de Droga

Teste Procedimento Especificacio

Atividace Ensaio de fluorescéncia 20.000-120.000

mUnidades
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Virus Adventicios¥

Ensaio In Vitro

Passa

Aparéncia Visual Claro, solucgéo a
incolor a amarelo
palido
Endotoxina Bacteriana LAL < 2 UE/mL

Cloreto Absorcdo Atémica Valor Relatado
Ensaic de Assimilagdo TBED < 40 nmol
de fibroblasto de ASB
Micoplasma* Pontos a Considexar 1993 Passa
Particulados usp < 600 / frasco de 25 um
&
< 6.000 / frasco de 10
pm
pH Usp 5,5-6,8
Fosfato Absorgao Atdmica Valor Relatado
Concentracdo de uv 280 0,8 -~ 1,2 mg/mL
Proteina
Pureza SDS PAGE 1 banda principal eatre
65 - 70 KDa
RP-HPLC > 95%
Corante Azul Rasidual TBD Valor Relatado
Cobre Residual TBD Valor Relatado

Sédio Absorgdo Atbmica Valor Relatado
Atividade Especifica Calculo 40.000 - 80.000
mUnidades/mg
Esterilidade 21 CFR 610 Passa

*Testado em sobrenadante coletado a partir de biorreator (depois da
remogdo de células por filtragdo).

Em um sétimo aspecto, a presente invencdo apresenta um

novoe método  para purificar N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase (ASB} ou um seu fragmento, mutante ou andlogo
biologicamente ativo. De acordo com uma primeira
concretizacgdo, uma massa de células transfectada ¢

cultivada e removida, deixando a enzima recombinante,

Materiais exOgenos normalmente devem ser separados a partir

da massa bruta para evitar a deposicdo microbicldgica nas

colunas. De preferéncia, o meio de cultura contendo a
enzima recombinante passa através de uma etapa de
ultrafiltracdo e de diafiltracdo. Em um método, a solucdo
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filtrada é passade através de uma coluna de cromatografia
de DEAE-Sepharose, ent8o, através de uma coluna de
cromatografia de Blue-Sepharose, entdo através de uma
coluna de cromatografia de Sepharose-Cu®® quelante, e,
entdo, através de uma coluna de cromatografia de Fenil-
Sepharose. Uma tal cromatografia em coluna de quatro
etapas, incluindo usar uma coluna de cromatografia de DEAE-
Sepharose, de Blue-Sepharose, de cu? Quelante-Sepharose e
uma ceoluna de Fenil-Sepharose, de maneira seqilencial,
resulta em enzima recombinante especialmente altamenrte
purificada. Os  técnicos  especializados no  assunto
apreciardo que uma ou mails etapas de cromatografia podem
ser omitidas ou substituidas, ou que a ordem das etapas
pode ser alterada dentro do escopo da presente invencdo. Em
outras concretizagdes preferidas, o eluente da coluna de
cromatografia final é ultrafiltrado / diafiltrado, e uma
etapa apropriada é realizada para remover quaisquer virus
remanescentes. Finalmente, etapas esterilizantes
apropriadas podem ser vrealizadas conforme desejado. A
enzima recombinante pode ser purificada de acorde com um
processo delineado na Figura 2. A qualidade da enzima
recombinante é chave para os pacientes. A rhASB produzida
por este método é substancialmente pura (> 95%).

Em  uma concretizacdo preferida, a etapa de
ultrafiltracde / diafiltracdo é realizada com uma solucdo
de fosfato de sédioc de cerca de 10 mM e com uma solucédo de
cloreto de sdédioc de cerca de 100 mM, em um pH de cerca de
7,3. Em outra concretizagdo, a etapa de cromatografia em
DEAE-Sepharose é realizada em um pH de cerca de 7,3, sendo
que a solugdo eluida é ajustada com um tampdo adequado, de
preferéncia, um tampdo de cloreto de s6dio e de fosfaﬁo de
sédio. Em concretizacdes adicionals preferidas, a etapa de

cromatografia em Blue-Sepharose é realizada em um pH de
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cerca de 5,5, sendo que a solugdo eluida & ajustada com um
tampdo apropriado, de preferéncia, um tampdo de cloreto de
sédio e de acetato de sédic. Também em concretizacdes

preferidas, a etapa de cromatografia em cu® Quelante-

5 Sepharose é realizada com um tampdo de eluic¢do incluindo
cloreto de sédio e acetato de soédio. Em concretizagdes
especialmente preferidas, realiza-se uma segunda etapa de
ultrafiltracdo / diafiltracdo sobre o eluato das corridas
de <cromatografia, sendo gue a enzima recombinante &

10 concentrada para uma concentracdo de cerca de 1 mg/mL, em
um tampdo de formulagdc, tal como um tampdo de cloreto de
sédio e de fosfato de sédio, para um pH de cerca de 5,5 a
6,0, muitissimo de preferéncia, para um pH de 5,8, Tampdo
de fosfato & um tampdo preferido usado no processo porque o

15 tampdo de fosfato evita a degradagdo critica e melhora a
estabilidade da enzima.

Una descrigdo mais detalhada de métodos de purificagdo
particularmente preferidos, dentro do escopo da presente
invencdo, é mostrada na Tabela 3.

20

Tabela 3: Panorama do Processo de Purificagdoc
Etapa Processo
1. UF/DF Fluidoe de coleta filtrade (HF) é concertrade dez vezes e,
entdo, diafiltrado com 5 volumes de fosfato de sddio 10 mM,
NaCl 100 nmM, pH 7,3, usando um sistema de filtracdo de
escoamento tangencial (TFF)
l

Z. DEAE- Sepharose |e Tampio de pré-lavagem 1: NaOH 0,1 N

3 i » Tampdo de pré-lavagem 2: NaPO, 100 mM, pH 7,3

(percolagao) ¢ Tampdo de equilibrio: NaCl 100 mM, NaPOy 10 mM, pH 7,3

e Carga: Produto da =stapa 1
» Tampdo de lavagem: NaCl 100 mM, NaPO, 10 m¥ pH 7,3
» Tampd¢ de esgotamento: NaCl 1 M, NaPO, 10 mM pH 7,3
s Tampdo de sanitizagdo: NaCH 0,5 N
¢ Tampdo de armazenamento: NaCH 0,1 N
{
3. Blue- Sepharose |+ Tampdo de pré-lavagem 1: NaOH 0,1 N
FE e Tampdo de pré-lavagem 2; aqua
¢ Tampdo de pré-lavagem 3: NaAc 1 M, pH 5,5
e Tampao de equilibrio: NaCl 150 mM, NaAc 20 mM, pH 5,5
e Carga: Percolado de DEAE
o Tampdo de lavagem: NaCl 150 mM, NaAc 20 mM, pH 5,5
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» Tampdo de eluigdo:
¢ Tampdo de regeneragdo:
¢ Tampdo de sanitizacdo:

¢ Tampd¢o de armazenamento:
ETOH 20%

NaCl 500 mM, NaAc 20 mM, pH 5,5
NaCl 1 M, NaAc 20 mM, pB 5,5
NaOH 0,1 N, 0,5 - 2 horas
NaCl 500 mM, NaAe 20 mM pH 5,5,

{
4.Cu™Quelante~ ¢ Tampdo de pré-lavagem 1: NaOH 0,1 N
Sepharose FF ¢ Tamp&o de pré-lavagem 2: &qua
* Tampdo de carga: Sulfato de cobre 0,1 M
¢ Tampdo de equilibrio: NaAc 20 mM, NaCl 0,5 M, glicerol
& 10%, pH 6,0
e Carga: Eluato de Blue-Sepharose
¢ Tampdo de lavagem 1 NaAc 20 mM, NaCl 0,5 M, glicerol
a 10%, pH 6,0
* Tampdo de lavagem 2 NaAc 20 mM, NaCl 1 M, glicercl a
10%, pH 4,0
e Tampdo de lavagem 3 NaAc 20 mM, NaCl 1 M, glicerol a
10%, pH 3,8 ‘
» Tampdo de eluigdo: NaAc 20 mM, NaCl 1 M, glicerol a
10%, pR 3,6
v Tampdc de esgotamento: EDTA 50 mM, NaCl 1 M
» Tampdo de sanitizacgdo: NaOH 0,5 N, 0,5 - 2 horas
» Tamp8o de armazenamento: NaQH 0,1 N
{
5. Fenil- Sepharose | Tampdo de pré-lavagem 1:  NaOH 0,1 N
Hp » Tampdo de pré-lavagem 2:  4&gua
* Tampdo de eguilibrio: NaCl 3 M, NaAc 20 mM pH 4,5
¢ Carga: Eluato de Cu'? Quelante-Sspharose
» Tampdo de lavagem 1 NaAc 20 mM, NaCl 3,0 M, pH 4,5
* Tampdo de lavagem 2 NaAc 20 mM, NaCl 1,5 M, pH 4,5
» Tamp&o de lavagem 3 NaAc 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 4,5
¢ Tanpdc de esgotamente: NaCl 0 M, NaAc 20 mM, pH 4,5
¢ Tampdo de sanitizagdo: NaCH 0,5 N
¢ Tampdo de armazenamento: NaOH 0,1 N
4
6. UF/DF B rhASB purificada & concentrada e diafiltrada para uma

concentracdo final de 1,5 mg/mL, em tampio de formulagdo (NaCl

150 mM, NaPC, 10 mM, pH 5,8)

4

7. Formulagdo {se
necessario)

o Diluir com tampdo ce formulacdo adicional

4

8. Reducdo Viral /
Filtragdo Estéril

¢ Filtragdo em 0,2 pm para um recipiente estéril

4

9.Enfrascamento

+ Produto filtrado para frascos de vidro do Tipe 1, de 5 cu’,
tampados manualmente, lacrado e rotulado.

A substancia
esterilizada através de um filtro de 0,04 micra,
preferéncia,

5 escoamento laminar de classe 100 para frascos de vidro

de droga

de um filtro de 2

bhruta

formulada pode ser

ou, de

micra, em uma capela de
do

Tipo 1. Os frascos podem ser enchidos até um volume final

de cerca de 5 mL,

usando-se uma miquina de enchimento de
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liquido semi-automdtica. Os frasccs podem ser, entdo,
tampados, selados e rotulados manualmente.

Umn método mails preferido para purificar uma precursora
de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase compreende: (a) obter
vm fluido contendo precursora de N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase; (b) reduzir a atividade proteclitica de uma
protease no fluido capaz de clivar a precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase, sando que a redugdo nédo
danifica a precursora de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase;
(¢} c¢colocar em cecntato o fluide com uma resina de
cromatografia de afinidade com corante azul Cibracon; (d)
colocar em contato o fluido com uma resina de cromatografia
de cobrs-quelante; (e) colocar em contato o fluido com uma
resina de cromatografia de afinidade hidrofébica com
fenila; e (f) recuperar a precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase. De preferéncia, as etapas
(¢), (d) e (e) sédo realizadas segliencialmente. Esse método
exlge ndo mais do que trés etapas ou colunas de
cromatografia. A fim de se obter a precursora de N-
acetilgalactosamina~4-suifatase altamente purificado, nio
sdo exigidas etapas ou colunas de cromatografia adicionais.
Esse método ndo compreende o contate do fluido com uma
resina de DEAE~Sepharose. A precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase recuperado tem uma pureza
de pelo mencs igual a ou maior do que 99%. O rendimento de
recuperacdo global pode ser de pelo menos cerca de 40 -
60%.

De preferéncia, a obtencdo do fluido contendo a
precursora de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase compreende
o cultivo de uma cultura de células transformadas com um
gene que codifica a N-acetilgalactosamina-4-sulfatase; de
preferéncia, o gene codifica N-acetilgalactosamina-4-

sulfatase humana. De preferéncia, as células sdo células de
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mamiferos. Mals preferivelmente, as células de mamiferos
sdo células de Ovdrio de Hamster Chinés. A etapa de
obtencdo pode conpreender adicionalmente a coleta do fluido
da cultura de células. A etapa de obtengdo pode compreender
adicionalmente a concentracdo do fluido em cerca de 20 x,

Uma caracteristica desse método & uma separagio
precoce de atividade de protease e a precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase. Essa separagio pode
compreender (1) a redugdo, inibigdo ou inativacdo da
atividade de protease, ou (2) a separacdo fisica daf(s)
protease(s) da precursora de N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase. De preferéncia, essa separacdo ocorre tdo cedo
gquanto possivel durante o processo de purificacdo. A
finalidade é manter em um minimo o numerc ce moléculas do
precursora de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase sendo
clivadas na forma madura ou processada e/ou em outra(s)
forma (s) degradada({s}). A forma precursora de N-
acetilgalactosamina~4-sulfatase é a forma preferida, em
oposicdo a forma madura ou processada, porque ela é mais
prontamente assimilada no tecido alvo e para subseqglente
direcionamento ao lisossoma. Quantc mais cedo ou
prematuramente a atividade de protease for separada da
precursora de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase, menor serd
o numero de moléculas da forma precursora que seriam
¢livadas na forma madura ou processada.

A atividade da protease é reduzida ou inibida por
ajuste do fluido para um valor de pH entre cerca de 4,8 e
8,0. De preferéncia, o valor de pH estd entre cerca de 4,8
e 5,5. Mais preferivelmente, o valor de pH estd entre cerca
de 4,8 e 5,2. A atividade de protease especifica que se
deseja reduzir é a atividade de protease que cliva, de
maneira especifica, a forma precursora de N-

acetilgalactosamina-4-sulfatase nas formas madura ou
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processada. A atividade de protease é encontrada em uma ou
mais proteases de cisteina. Uma protease de cisteina que
cliva de manelra especifica a precurscra de N-
acetilgalactosamina~4-sulfatase é a catepsina L. Essa
catepsina L tem um peso molecular de cerca de 36 KDa em sua
forma inativa, gue é convertida em suas formas ativas de
tamanho de 21 - 29 KDa, quando de exposicdo a pH de menos
do que 5,0 (ver a Figura 9C). O pH pode ser ajustado para
qualguer valor, por meio do que a(s) protease(s) ndo é(sdc)
convertida(s) de sua(s}) forma(s) inativa(s) em sua(s)
forma(s) ativa({s) e a precursora de N-acetilgalactosamina-
4-gsulfatase desejads, ou sua atividade bioldgica, ndo seja
danificada ou ndo seja irreversivelmente danificada.

De preferéncia, a etapa (c¢) compreende a passagem do
fluido através de uma coluna de cromatografia de afinidade
com corante azul de Cibracon. Mais preferivelmente, a
coluna de cromatografia de afinidade com corante azul de
Cibracon é uma colurna Blue-Sepharose 6 “Fast Flow”. De
preferéncia, a etapa (d) compreende a passagem do fluido
através de uma coluna de cromatografia de cobre quelante.
Mais preferivelmente, a coluna de cromatografia de cobre
quelante & uma coluna Cobre Quelante-Sepharose “Fast Flow”.
De preferéncia, a etapa (e) compreende a passagem do fluido
através de uma coluna de cromatografia de afinidade
hidrofébica com fenil, Mais preferiveimente, a coluna de
cromatografia de afinidade hidrofébica com fenil & uma
coluna Fenil-Sepharcse 6 “Fast Flow High S3Sub”. De
preferéncia, a seqiiéncia temporal das etapas (¢}, (d) e (e)
sdo as etapas (c), etapa (d) e etapa (e).

A etapa de recuperacdo pode compreender ultrafiltracio
e/ou diafiltracgao do fluido. A recuperacdo pode compreender
a filtragdo do fluido para remover ADN e/ou filtracdo do

fluido para remover virus. A filtracglo, para remover virus,
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compreende a passagem do fluldo através de filtro de 0,02
um.

Esse método também pode ser usado para purificar uma
N-acetilgalactosamina-4~sulfatase ou um seu fragmento,
andlogo ou mutante biologicamente ativo.

A pureza de rhASB é medida ou determinada usando-se
cromatografia liquida de alta performance de fase reversa
(“RP-HPLC"”}, gue separa proteinas com base em diferencgas de
hidrofobicidade. Esse ensaio usa uma ccluna C4 (Phenomenex
Jupiter) como a fase estaciondria, e um gradiente de &4gua
acetonitrila, como a fase mdvel. As amostras de proteina
sd0 inicialmente injetadas na coluna em A&gua; sob essas
condicbées, todas as proteinas ligar-se~do & coluna. Uma
concentragdo gradualmente crescente de acetcnitrila &,
entdo, infundida através da coluna. Esse gradiente de
acetonitrila aumenta a hidrofobicidade da fase movel, até o
oonto em que as proteinas individuais se tornem soluveis na
fase movel e se eluam da coluna. Esses tempos de eluicéo
sdo reprodutiveis de maneira exata para cada proteina
individual em uma mistura. As proteinzs s&oc detectadas como
pico em um cromatograma por absorbdncia de ultravioleta em
210 nm. As 4reas de cada pico sdo calculadas, e a pureza da
amostra pode ser calculada como a razdo da area do pico de
rhASE em relagdo a 4rea total de todos os picos no
cromatograma. RP-HPLC é um método reprodutivel, de elevada
resolucdo, comprovado, de determinaclc da pureza de rhASB.

Estudos antes desse pedido indicam que a pureza de ASB
foi determinada por realizacdo de um ELISA proteina de
impureza. Esse método de uso de ELISA de proteina de
impureza (os detalhes do qual ndo sdo revelados)
provavelmente usa anticorpos originados contra uma mistura
de ©potencials proteinas de impurezas de células de

hospedeiro. 0O ELISA provavelmente poderia ser realizado
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usando-se uma curva padrdo da mesma mistura de potenciais
proteinas de impureza usadas para gerar os anticorpos.
Amostras de teste seriam provavelmente gquantificadas com
relacdo aos niveis de impureza, relativos a essa mistura
padrdo. Esses  testes sdo ferramentas valiosas na
purificacdo de proteinas, porém, sdo menos exatos dc que
RP HPLC para a determinagdo da pureza de produto, pelas
seguintes razdes:

(1) No teste de RP-HPLC, as propor¢bes de rhASB e de
impurezas sdo, ambas, determinadas pela mesma medigéo
{absorbancia de UV). No ELISA, a concentracdo de impurezas
é determinada por ligagdo a anticorpos, enguantc que o teor
de proteinas alvo é determinado por outro métcdo de teste
{usualmente, absorbincia de UV ou Bradford). O wvalor de
“pureza percentual” deve ser calculado como a razao de duas
quantidades com as mesmas unidades, experimentalmente
determinadas pelo mesmo método.

(2) Para o BELISA funcionar bem, a amostra detectada
pelo anticorpo deve ter a mesma composicdo de proteina gue
o padrdo. Isso é muito improvavel de ser o caso em um teste
ELISA para impureza de proteina. O padrdo de teste para
esse tipo de teste seria uma mistura de muitas proteinas
individuais, contra as quais os anticorpos foram gerados.
Entretanto, somente um pequeno subconjunto de proteinas de
impureza devem estar presentes no produto de rhASB
purificado. Portantoc, o reagente de anticorpos estara,
agora, detectando uma mistura diferente de proteinas, e a
resposta versus o padrdo provavelmente serd algo ndo
linear, Quand¢ issc ocorre, o teste fornece um valor
liquido diferente para cada diluicdo de amostra, assim, nido
se deve saber qual diluicdo (se houver), estd dando o valor

correto.
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{3) Além disso, nem todas as impurezas potencilais de
proteinas sdo irnunogénicas para © mesme grau em animais,
tais como coelhos, wusados para gerar os anticorpos.
Portanto, o nivel de impurezas determinado por ELISA
somente pode refletir um subconjunto das impurezas
presentes nos produtos purificades. E inteiramente possivel
se ter umeé ou mais impurezas principais no produto que
sejam totalmente indetectdveis. Em contraste, RPE-HPLC
detecta todas as proteinas porque a absorbancia de UV & uma
propriedade universal de moléculas de proteina.

(4) Finalmente, existem dois tipos de impurezas em um
produto de droga purificade:; impurezas ndo relacionadas ao
produto (proteinas de células de hospedeiro conforme
discutido acima) e impurezas relacionadas ao produto
(produtcs de degradacdoc incluindo formas processadas e
agregados). As ultimas ndc podem ser detectadas pelo teste
de ELISA de impurezas, mas, podem ser prontamente
detectadas por RP-HPLC.

Portanto, numeros reais obtidos a partir do teste de
ELISA de  impureza de proteinas sdo abertos ao
questicnamento, e RP-HPLC sdc baseados em uma base mais
firme.

Além disso, a andlise por SDS-PAGE permite a deteccgdo
tanto de impurezas de células de hospedeiro quanto de
formas processadas ou degradadas do produto de proteina de
droga desejada. Quando usadas em conjungdo com Western-
blot, impurezas ndo relacionadas ao produto a partir de
contaminantes de células de Thospedeiro podem ser
diferenciadas das impurezas relacicnadas aoc produto.
Finalmente, SEC-HPLC permite um nivel de quantificacdo de
impurezas relacionadas ao produto porque ela pode detectar
impurezas de diferentes pesos moleculares, incluindo formas

processadas ou degradadas de pesos moleculares mais baixos
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da proteina, assim como mondmeros, dimeros e outros
multimeros.

Uma concretizacdo desse método de purificacdo esta
retratada na Tabela 4.

Tabela 4: Método de Purificacgdo

Etapa Processo
Filtragdo de e Filtragdo através de filtros de clarificacdo, filtros
Coleta de 0,45 pu e, finalmente, filtro de 0,2 pm

* 0s filtrados de amostras coletivas coletadas sdo
armazenados em bolsas de polipropileno

Concentragdo de | » Equilibrio e descarga: fosfato de sédio 100 mM. pH 7,3
uF e Carga: fluido coletado filtrado

* Concentracdo: concentragdo para 20 X

o Filtragdo: filtrar ¢ produto c¢iluido através de um
filtro de 0,2 pwm para um reciplente de armazenamento
Ajuste de pH e | pjuste de pH: adicionar 4cido acético glacial & 10% &s
filtragde amostras coletivas concentradas de 20 x para um pH final
igual a ou menor do que cerca de 7,3; de preferéncia, o
pH é de cerca de 4,0 a 7,3; mais preferivelmente, o pH &
de cerca de 4,5 a 5,5; ainda mals preferivelmente, © pH é
de cerca de 5,0

¢ Carga: amostras coletivas concentradas de 20 x

¢ Enxdgle: &qua para injecdo (WFI)

¢ Filtracdo através de filtros de clarificacdo e de
filtxo de 0,2 pm

* Descarga: acetato de sédio 20 mM, clorete de sdédic 120
nM, pH 5,C

¢ O rendimeato de recuperacdc pode ser de pelo menos
cerca de 83%

Coluna de ¢ Pré-lavagem: hidréxido de sédic 0,1 N

croma?ografia * Lavagem: Agua pars injecdo (WFI)

de afinidade de |, Equalizacdo: fosfato de sédio 10 mM, o pH é mencr do
corante azul que cerca de 6,5; de preferéncia, o pH é menor do que

Cibracon (Blue- cerca de 5,0 a 6,5; mais preferivelmente, o pH é de cerca
Sepharose 6 FF) de 6,25
7

* Carga: concentrados de 20 x com pH ajustado e filtrados
* Lavagem: fosfato de sédio 10 mM, pH 6,45

¢ Eluicdo: fosfato ce sédio 10 mM, cloreto de sddio 125
mM, pH 6,45

* Regeneragdo: fosfato de sédic 10 mM, cloreto de sédio
1,0 M, pH 6,45

* Sanitiza¢do: hidréxido de sédio 0,1 N

¢ Lavagem 1: &gua para injecdo (WFI)

¢ Lavagem 2: fosfatc de sddio 10 mM, cloreto de sédie 1,0
M, pH 6,45

* Armazenamento: stanol & 20%

» ¢ rendimento de recuperacgdo pode ser de pelo menos 04%

Coluna de » Pré-lavagem: hidroxido de sédio 0,1 X
cromatografia * Lavagem: &gua para injecdo (WFI)
de cobre

¢ Tampdo de carga: sulfato clprico 0,1 M

¢ Fqualizacdo: acetato de sédic 20 mM, cloreto de sédio
0,5 M, glicercl & 10%, o pH é mencr do que cerca de 6,0;
de preferéncia, o pH ¢ de cerda de 3,6 a 5,5; mais
preferivelmente, o pH é de cerca de 5,5

(Cobre.CC. - * Carga: ajustar o teor de glicerol dos eluatos azuls

quelante

(Sepharose FF
Quelante)
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Cobre-
quelante)

para 10% por adicdo de acetato de sbédio 100 mM, cloreto
de sddio 2,0 M, glicerol & 50%, pH 5,0

¢ Lavagem 1: acetato de sédio 20 mM, cloreto de sédio 0,5
M, glicerol & 10%, pH 5,5

* Lavagen 2: acetato de sédic 20 mM, cloreto de sdédio 0,5
M, glicerol & 10%, pH 3,9

¢ Eluicdo: acetato de sédio 20 mM, cloreto de sddio 0,5
M, glicerol & 10%, pH 3,6

¢+ Eluato mantido durante 30 - 120 minutos antes do ajuste
para pH 4,5 com NaQOH 0,5 M

* Regeneracdo: &DTA 50 mM, cloreto de sédio 1,0 M, pH 8,0
* Sanitizagdo: hidroxido de sédio 0,5 M

* Armazenamento: hidréxido de sédio 0,1 M

¢ O rendimento de recuperagdo pode ser de pelo menos
cerca de 86%

Coluna de
cromatografia
de afinidade
hidrofdbica com
fenil

{Fenil-
Sepharose 6 FF
High Sub)

(Phenyl, Phenyl

¢ Pré-lavagem: aidrdxido de sédio 0,1 N

¢ Lavagem: &gua para injecdo (WFI)

¢ Lqualizagdo: acetato de sédic 20 mM, cloreto de sddio
2,0 M, o pH é de cerca de 4,5 a 7,1; de preferéncia, o pH
¢ de cerca ¢,5

* Carga: ajustar o teor de cloreto de sédic do eluato de
cobre para 2 M, por adigdc de acetato de sbddio 20 mM,
cloreto de sédio 5 M, pH 4,5

* Lavagen 1: fosfato de sédio 10 mM, cloreto de sbédic 2,0

High Sub) M, pH 7,1
* Lavagen 2; acetato de sddio 20 mM, cloreto de sédio 2,0
M, pH 4,5
* Bluigdo: acetato de sédio 20 mM, cloreto de sbédic 250
mM, pH 4,5
* Regeneracdo: acetato de sbédio 20 mM, pH 4,5
¢ Sanitizacgdo: hidréxido de sédio 0,5 N
¢ Armazenamento: hidréxido de sédio 0,1 N
¢ 0 rendimento de recupera¢do pode ser de pelo menos
cerca de 88%

UF/DF, » Equalizagdo: fosfato de sédio 10 mM, cloreto de sédio

Filtracéo de
ADN, Filtracéo
Viral,
Formulacdo

150 mM, pH 5,8
e Concentracio:
e Diafiltracio:
150 nM, pH 5,8
¢ Filtrac8o de ADN: produto filtrado através de um filtro
de ADN

¢ Filtracdo viral / diluigdo: produto filtrado através de
un filtre de 0,02 pm e diluido para 1,0 mg/mL

s Formulagdo: Polisserbato 80 em uma concentragdc de 50
ug/mL é adicionado

s Filtracdo: filtrar o produtec diluido através de um
filtro de 0,2 um para recipiente de armazenamento

concentracdo para NM? 1,5 mg/mL
fosfato de sdédio 10 mM, cloreto de sddio

Os compenentes do produto da droga assim obtido sé&o

mostrados na Tabela 5. Os componentes da composicdo de
produto da droga dentro do escopo da presente invengio sic
5 mostrados na Tabela 6.

Tabela 5: Componente de Produto de Droga

Componente Descrigdo
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Ingrediente N-acetilgalactosamina-4-sulfatase humana recombinanfeo
ativo
Excipientes Fosfato de sédio, monobédsico, 1 H;0

Fosfato de sddio, dibésico, 7 H,0
Cloreto de sddio

Recipiente Frasco de vidro claro, de 5 mL, Kimble Glass, Tipo I,
de silicato de boro

West Pharmaceuticals, rolha Grey $-127 4432150

Tabela 6: Composigdo de Produto de Droga

Componente Quantidade
rhASE 1 mg/mL
Fosfato de sddio, monobdsico, 1 H0 |9 mM
Fosfato de sddio, dibésico, 7 H,0 1 mM
Cloreto de sddio 150 mM

Tendo-se descrito a invengdo, o0s seguintes exemplos
sdo oferecidos para ilustrar o objeto da invengdo por meio
de ilustracédo, ndo por meio de limitacdo.

EXEMPLO 1
Avaliagédo Clinica com N-acetilgalactosamina-4-sulfatase
humana recombinante
Sumario

A indicacdo para N-acetilgalactosamina-4-sulfatase
humana recombinante (rhASB} é o tratamento de MPS VI,
também conhecida como Sindrome de Maroteaux-Lamy. Propfe-se
um  programa de desenvolvimento clinico para rhASB
consistindo em um teste clinico de rotulo aberto inicial,
que fornecerd uma avaliac¢do de infusfes semanais da enzima
com relagdo & sequranca, a farmacocinética e & resposta
inicial de estados terminais «clinicos substitutos e
definidos. O teste serd conduzido durante um minimo de trés
meses, para coletar informagdes de seguranga suficientes
com relagdo a 5 pacientes avalidveis. Nesse momento, se a
dose inicial de 1 mg/Kg ndo produzir uma redugdo razoavel
do excesso urinadric de glicosaminoglicanos ou produzir ou

ndo produzir um beneficio clinico direto significativo, a
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dose serd dobrada e mantida durante um adicional de trés
meses para se estabelecer a seguranga e para se avaliar
eficdcia adicional.

Objetivos

0 objetivo primeiro é demonstrar a seguranca de uma
infusdo semanal de rhASB em pacientes com MPS VI durante um
periodo minimo de trés meses. Medidas de seguranga
incluirdo eventos adversos, resposta imune e reagbes
alérgicas {ativacdo de complemento, formagdo de anticorpos
com relagdo & enzima recombinante). O completo painel
quimico clinico (fung¢ées renal e hepédtica), urindlise e CBC
com diferencial.

Um objetivo secundario é avaliar a eficdclia por
monitoragdo de mudancas em varios paradmetros conhecidos
pelos afetados por MPS VI. Esses incluem um teste de
caminhada de seis minutos {(como uma medida de tolerdncia ao
exercicio), avaliacdo de fungdo pulmonar completa (PFT),
reducdo dos niveis de glicosaminoglicanos urindrios e
hepatomegalia (comoc medicdes de armazenamento de GAG renal
e hepatica), velocidade de crescimento, amplitude do
movimentc de junta, Questionadric de Avaliagdo da Saude
Infantil (CHAQ), acuidade visual, funcédo cardiaca, estudos
do sono e duas diferentes avaliacdes globals; uma realizada
pelo investigador, uma realizada pelo paciente/assistente.
Um segundo objetivo secundédrio é determinar os parémetros
farmacocinéticos de droga infundida na circulagdo, e a
distribuicdo geral e a meia-vida de enzima intracelular
usando leucdcitos e tecido bucal como fontes de tecido.
Antecipa-se que essas medicdes ajudardo a relatar a dose
com relacdo & resposta clinica, com base nos nivelis de
enzima entregues aos lisossomas das células.

Métodos
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Conduzir-se-& um estude de rétulo aberto, de centro
nico, para demcnstrar seguranca e para avaliar parémetros
clinicos de tratamento com rhASB em pacientes com MPS VI.
Os paclentes serdo admitidos pare uma avaliagdc de linha de
base de duas semanas, que incluird um histdrico médico e
exame fisico, testagem psicoldgica, testagem de resisténcia
fisica (de rotina), um conjunto padrdo de testes clinicos
de laboratdrio (CBC, Painel 20, CH50, UA), uma varredura
MRI ou CAT do corpc (determinagdo volumétrica do figado e
do baco, avaliagdo bssea e da medula dssea, e tamanho dos
nédulos linfaticos e tonsilar), uma avaliagdo cardiolédgica
(ecocardiograma, EKG, CXR), uma avaliagdo das vias aéreas
(testes de fun¢do pulmonar), um estude do sono para avaliar
eventos obstrutivos durante o sono, uma andlise de
restricdo das juntas (a amplitude de movimento serd medida
nos Jjoelhos e nas juntas interfalangeanas), um LP com
pressdo de CNS, e estudos bioguimicos (atividade de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase bucal em duas ocasides,
atividade de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase de
leucdcitos em duas ocasides, GAG urinaric em trés ccasides,
geragdo de soro com relagdo a ELISA e anticorpos anti-rhASB
e urina de 24 horas com relacdo a eliminacdo de
creatinina). Além das avaliagbes acima, cada paciente seréd
fotografado e filmado realizando alguns movimentos fisicos,
tals como tentando elevar suas mdos sobre sua cabega e
caminhando. Os pacientes serdo titulados com anti-
histaminicos, de modo gue o pré-tratamento com esses
agentes possa ser efetivamente empregado antes da infusic
da enzima. A dose humana proposta de 1 mg/Kg (50 U/Kg} seréa
administrada semanalmente por infusdo i.v. durante 4 horas.
0 paciente permanecerd no hospital nas duas primeiras
semanas, seguindo-se por curtas estadias durante as

préximas quatro semanas. O tratamento durante as sels
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semanas finais serd conduzido em uma instalagdoc proxima a
residéncia do paciente. Os pacientes retornardo ao hospital
para uma completa avaliacdo em trés meses. Se a elevagdo da
dose para 2 mg/Kg for necessdria, os pacientes seguirdo o
mesmo programa delineado acima para as primeiras doze
semanas. Sob cada cendrio, também ocorrera uma completa
avaliacdo em 6 semanas do momento da entrada no teste. A
seguran¢a serd monitorada ao longo de todo o teste. Os
pacientes que completarem o teste continuardo em terapia
seguindo um protocolo estendido durante tanto tempo quanto
as condic¢des de sequranca e de eficadcia o garantam até a
aprovacdo de BLA.
Nimero de Pacientes e Taxa de Arrolamento

Um uUnico paciente serd arrolado no inicio do
tratamento, com dois pacilentes adicicnais um més depois, e
dois pacientes mais duas semanas mals tarde, exceto
quaisquer complicacgdes imprevistas relacionadas ao
tratamento. Pacientes adicionais serdo admitidos se
qualquer dos pacientes arrolados se tornar criticamente
doente ou se uma crianga estiver necessitando de um
procedimento clinico agudo para condig¢des nocivas ou que
ameacem a vida.
Diagnose e Critérios de Inclusio/Exclusido

0 paciente pode ser homem ou mulher, com cinco anos de
idade ou mais com uma diagnose documentada de MPS VI,
confirmada por sinais e sintomas clinicos mensuradveis de
MPS VI, e suportados por um nivel de atividade de enzima
ASB em fibroblastos ou leucécitos diminuido. Os pacientes
milheres com potencial de engravidar tém que ter um teste
de gravidez negativo (B-hCG urindric) logo antes de cada
dosagem e tém que ser aconselhadas a usar um método de
contracepcgdo medicamente aceito ao longo de tode o estudo.

Un paciente serd excluido desse estudo se o paciente tiver
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previamente sofrido transplante de medula éssea; se estiver
gravida ou amamentando; se tiver recebido uma droga
investigacional dentro de 30 dias antes do arroclamento no
estudo; ou se tivef uma condicdo médica, doencga
intercorrente séria ou outra circunstlncia extenuante, que
possa diminuir de maneira significativa o cumprimento do
estudo.
Dose, Rota e Regime

Os pacientes receberdo rhASB em uma dose de 1 mg/Kg
(cerca ce 50 U/Kg) durante os primeiros trés meses do
estudo. No <caso de os GAGs urindrios excessivos néo
diminuirem de uma quantidade razodvel e de nenhum beneficio
clinico ser observado, a dose serd dobrada. O aumento da
dose ocorrerd somente depois que todos os 5 pacientes
tiverem sofrido 3 meses de terapia. Essa forma de dosagem
de rhASB sera administrada intravenosamente durante
aproximadamente um periodo de quatro horas, uma vez por
semana, durante um minimo de 12 semanas consecutivas. Um
cateter 1intravenoso periférico serd colocado na veia
cefdlica ou noutra veia apropriada e uma infusdo de salina
comecard em 30 cm®/h. O paciente serd pré-medicado com até
1,25 mg/Kg de difenil-hidramina i.v., com Dbase nos
experimentos de titulagdo completados antes do teste. rhASB
serd diluida em 100 cm® de salina normal suplementada com 1
mg/mL de albumina humana. A enzima diluida serid infundida
em 1 mg/mL (cerca de 50 unidades por Kg) durante um periodo
de 4 horas com monitoracgdo de oximetro de pulso e cardio-
respiratéria. 0s pacientes serdo monitorados clinicamente,
assim como com relacdo a qualquer reac¢doc adversa & infusio.
Se quaisquer sintomas incomuns forem observados, incluindo,
mas, ndo estando limitados a, mal-estar, dificuldade de
respirar, hipoxemia, hipotensdoc, tagquicardia, néusea,

celafrios, febre e dor abdominal, a infusdo serd
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interrompida imediatamente. Com base nos sinais e sintomas
clinicos, uma dose adicicnal de difenil-hidramina, méscara
de oxigénio, um bolc de fluidos i.v. ou outras intervengdes
clinicas apropriadas, tals como tratamento com esteréides,
podem ser administrados. Se ccorrer uma reagido aguda, uma
avaliacdc com relagdo ao consumo de complemento no so0ro
serd testada. Um segundo sitio i.v. serd usado para a
amostragem necessadria & andlise farmacocinética.
Pacientes Avaliaveis

Os dados a partir de qualguer dado paciente serdo
considerados avalidveis tanto quanto ndo mais do que duas
infusées ndo seqlienciais sejam perdidas durante 12 semanas
de terapia. As avaliacgdes inicial, de ponto médio e final
tém que ser completadas.
Segurancga

A terapia com enzima serd determinada como sendo
segura se ndo ocorrerem quaisquer reacgdes agudas
significativas, que ndo possam ser evitadas por alteracgéo
da taxa de administracdo da enzima, ou uso agudo de anti-
histaminicos ou de esteréides. A administracdo de longo
tempo da enzima serd determinada como sendo segura se ndo
forem observadas anormalidades significativas nos exames
clinicos, exames de laboratdrio clinicos, ou em outros
estudos apropriados. A presenga de anticorpos ou ativagao
de complemento ndo serdo, elas mesmas, consideradas
inseguras, mas, tais anticorpos demandardc o monitoramento
por ELISA, e por avaliagdes clinicas de possivel doenca
complexa imune,
Eficacia

Uma finalidade desse estudo é avaliar estados
terminais potenclais para o projeto de um teste crucial.
Melhoras nos estados clinicos terminais e substitutos séo

esperados como um resultado de entrega de enzima e remocédo
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de armazenamento de glicosaminoglicano do corpo. O aumento
de dose serd realizado se os niveis médios de
glicosaminoglicanos urindrios em excesso ndo forem
reduzidos de uma quantidade razodvel durante trés meses e
se nenhum beneficio clinico significativo for observado em
tréds meses. Aperfeicoamentos s&o esperados como sendo
comparaveis aqueles observados no teste clinico de MPS I
recentemente completado e devem incluir indice de vias
aéreas aperfeigoado ou resolugdo de apnéia do sono,
mobilidade de Jjuntas aperfeigoada e resisténcia fisica
aumentada.
EXEMPLO 2

Uma compilagdo abrangente das informacdes disponiveis
para o gatc com MPS VI e os estudos relevantes de
farmacologlia e de toxicologia sdo apresentados a seguir. A
terapia de reposicdo de enzima se estabeleceu como um
tratamento promissor para uma variedade de disturbios
metabdlicos hereditédrios, tals como Doenca de Gaucher,
Doenga de Fabry e Mucopolissacaridose I. Em alguns desses
distarbics, um modelc animal natural oferece a capacidade
de predizer a eficacia clinica de tratamento humano durante
estudos pré-clinicos. Isso fol constatado como verdadeiro
em MPS I (modelo canino). Com isso em mente, foram
realizados estudos com o gato com MPS I, antes do inicio de
estudos humanos para essa doenca. Existem dados de
sequranca e de eficdcia suficientes para se proceder a um
teste clinico em pacientes de MPS I humana.

FEstudos de rhASB em gatos com MPS VI indicam que
nenhum gato morreu como um resultado da administracdo da
droga. Conforme previsto, experimentos em gatos com MPS VI
tampém indicam que a assimilagdo de rhASB & dependente da
presenca de cadeias laterais de carboidratos modificadas

por mancse-6-fosfato. A rhASB em gatos com MPS VI também
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mostrou eliminar o armazenamento a partir de uma variedade
6rgdos importantes e altera moderadamente a densidade
bssea. Estudos de eficdcia de variagdo de dose de longo
prazo sugerem gue uma dcse de 1 mg/Kg & a mais baixa
concentragio para se ver beneficios clinicos
significativos. Também tém sido realizados estudos para
comparar a distribuicdo de enzima, eliminacdo de
armazenamento de  glicosaminocglicano  dos tecidos e
diminuicdo dos niveis de glicosaminoglicano urindrio depois
de infusdo de bolo e lenta (2 horas). Estudos em progresso
continuam a avaliar a sequranga de infusdes semanais da
dose clinica projetada de 1 mg/Kg de rhASB em gatos
sofrendo de MPS VI.

Uma forma espontdnea de MPS VI em varias familias de
gatos siameses fol identificada nos anos de 1970 {(Jezvyk,
Science 198: 834-36 (1977)), e relatos detalhadeos das
mudangas patoldgicas nesses animais tém sido publicados
(Haskins et al., Am. J. Pathol. 101: 657-674 (1980);
Haskins et al., J. Am. Vet. Med. Assoc. 182: 983-985; Konde
et al., Vet. Radiol. 28: 223-228 (1987)). Embora a
apresentacdo clinica desses gatos seja algo varidvel, todos
eles exibem mudangas gerais que tém sido relatadas na
literatura (Jezyk et al., Science 198: 834-36 (1977));
Konde et al., Vet. Radiol. 28:; 223-228 (1987); Crawley ,
“Terapia de Reposigdc de Enzima em um Modelo Felino de
Mucopolissacaridose do Tipo VI”, tese de doutorado,
Universidade de Adelaide, Adelaide, Australia, (1988)). A
Tabela 6 fol «construida a partir dessas fontes para
fornecer as mudancas “médias” que esperar-se-ia observar em
um gate com MPS VI ndo tratado:

Tabela 7: Modelo de Gato com MPS VI

Mudancas Relativas a
Observacgdo Clinica Cronologia do Inicio Doen¢a Humana
(independentemente de
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tempo)
+ Dismorfia facial: 2 meses * Similar & doeng¢a humeha
* Cabega pequena,
* Maxila larga
* Orelhas pequenas
+ Enevoamento difuso 2 meses * Similar & doen¢a humana

da cérnea

+ Anormalidades
bsseas:

* Displasia epifiseal
+ Subluxacgdes

» Pectus excavatum

Primeiros sinais em 2
meses - progressivos

* Similar & doenga humana
- alteragdes de
calcificagidc endocondral

+ Pesc do corpo
reduzido

3 meses

* Similar a doen¢a humana

+ Flexibilidade de
espinha cervical
reduzida

Valor normal em gatos
é de 180° em todas as
idades. Em MPS VI:

3 meses: 130 a 170°

5 meses: 45 a 130°

6 meses: 30 a 100°

11 meses: 20 a B80°

* Similar & doenga humana

« Osteoporose /
Deenca de Junta
Degenerativa

1 ano ou mais

* Similar & doen¢a humana

+ Defeitos de marcha
dos membros traseiros
* Paresia ou
paralisia dos membros
traseiros (compressdo
do corddo

Ver tabela abaixo

* Sindrome dec tunel carpal
* Subluxagdo de Cy=C,

+ Compressédo do corddo
cervical de dura
secunddria & espessa mais
tipica

toracolombar)

* Figado e bago Figado e bago aumentado em
flagrantemente humanos

normais

+ VAlvulas cardiacas + Similar a doenga humana
espessadas

Nenhuma lesdo no
sistema nervoso
central - leve
aumento do ventricule
lateral

* Pode ser comparédvel &
hidrocefalia em humanos

Outras

determinacdes

bioguimicas /

morfolégicas

indicam que, em 35 dias, os érgdos dos gatos ndo tratados
tém armazenamento maximo de glicosaminoglicanos nos tecidos

(Crawley et al., J. Clin. Invest. 99: 651-662 (1997)). Os

niveis urindrios de glicosaminoglicanos sdoc elevados no

nascimento tanto em gatos normais quanto em gatos com MPS

VI, mas, depols de aproximadamente 40 dies, os gatos

normals diminuem seus niveis. Os glicosaminoglicanocs

urinarios de gatos com MPS VI permanecem elevados ou

continuam & aumentar até alcangarem o estado estaciondrio

depois de aproximadamente 5 meses.
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A variabilidade de apresentagdo clinica é vista em
companheircs de ninhadas afetados. Em adigdo a alguma
variabilidade na cronologia de inicio de anormalidades
particulares, o curso de progressdo no tempo para algumas
das mudangas c¢linicas e patoldgicas é também varidvel. Em
geral, as lesdes Osseas sdo tipilcamente progressivas {(Konde
et al, Vet. Radiol. 28: 223-228 (1987)), enquanto que o
enevoamento da cbrnea ndo é. Além disso, observou-se que
alguns gatos paralisados melhoram de paresia severa com ©
tempo. Estudos detalhando a progressdo da doenca em gatos
individuais estdo limitados a observacbes clinicas (ou
radiolégicas). Algumas dessas tém correlagbes patolégicas
distintas, tails como perda neurclégica e compressdo de
corddo secunddrios a proliferacdo de tecido dsseo na regido
toracolumbar (Haskins et al, J. Am. Vet. Med. Assoc. 182:
983-985 (1983)).

Conduziu-se um estudo de eficdcia de seis meses de
terapia de reposigdo de enzima, usando ASB felina
recombinante em gatos recém-nascidos com MPS VI, TIsso foi
sugerido pela observacdo de que varios gatos com MPS VI
tratados desenvolveram anticorpos contra a enzima humana
(ver a Secdc 6.5)., Esses anticorpos podem alterar a
assimilacdo e a estabilidade da enzima (Brooks et al,
Biochim. 3iophys. Acta 1361: 233-216 (1897)). A enzima
felina fol infundida em 1 mg/Kg semanalmente. As principais
conclusdes do estudo foram que os GAG urindrios, peso /
crescimento do corpo, morfometria O&ssea e eliminacgdo de
material armazenado a partir de varios tecidos, foram
aperfeigoadas com relagdo & mesma dose de enzima
recombinante humana wusada no estudo prévic, que os
anticorpos ndo foram detectados além da faixa observada em
gatos normais, e que a dose de enzima felina em 1 mg/Kg foi

comparavel em reverter a deenca & dose de enzima humana de



10

56/108

5 mg/Kg em uma compara¢lo cabega a cabeca (Bielicki et al,

J. Biol. Chem. 274: 36335-43 (1899)). Esses estudos indicam

que uma melhoria incremental de estados finais e de
imunogenicidade & possivel quando enzima derivada de gato é
dada a gatos. Isso fornece suporte adicional a dosagem de
pacientes humanos com a enzima humana em 1 mg/Kg/semana. Os
resultados desse estudo sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 8: Eficacia de Injeg¢des Semanais de Bolo de ASB

Felina Recombinante Derivada de CHO em Gatos Recém-Nascidos

com MPS VI
Resultados
Dose 1 mg/Kg
Duragdo 6 meses (n = 2) 3 meses (n = 3)

GAGs urinarios

Diminuiram para 2 ¥ o normal

Diminuiram para 2 x ¢
normal

+ Densidade e dimensdes de
05s0 (similar a 1 mg/Kg de
rhd48 na ref. 10)

Titulo em + Dentro da faixa observada » A ser completado

anticorpos em gatos normais

Clinicos

Aparéncia + Enevoamento da cérnea + Enevoamento da cdrnea
persistente persistente
+ Alguma resolugdo de + Alguma resolugdoc de
dismorfia facial dismerfia facial
+ Forma do corpo + Forma do corpo
aperfeigoada aperfeicoada

Peso + Mals pesado do que o + Ligeiramente mais leve
normal do que o normal

Flexibilidade + 160 a 180° + Ndo examinada

Espinhal

{normal = 180°)

Neuroldgicos * Normal + Normal

Radiologia ¢+ Qualidade aperfeicoada * NZo examinada

Em conjunto

Espessura de
Osso /
Cartilagem

* Variadvel; espessura de
cartilagem diminuida

* 0ss50 subcondral mais
uniforme (similar a 1 mg/Kg
de rh4S?%)

+« Ndo examinada

Cordao Espinhal

+ Nenhuma presenga de
compressédo

+ N&c examinada

Nivel Celular

Figado + Completa eliminagdo de « Completa eliminagdo de

(Kupffer) armazenamento lisossomial armazenamento lisossomial

Pele * Reducdo guase completa de + Reducédo leve
armazenamento

Coérnea / * Nenhuma eliminagdo de + Nenhuma eliminacdo de

Cartilagem armazenamento lisossomial em | armazenamento lisossomial

(orelha, comparag¢do com controles com

articular) MPS VI ndo tratados

Valvulas do * Redugdc significativa de v A ser completado

coragio armazenamento lisossomial . :

Aorta * Redugdc quase completa de * Redugdc leve de
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armazenamento lisossomial | armazenamento lisossomial |
Resultados
Dose 1 mg/Kg
Duragio 6 meses (n = 2} 3 meses (n = 3)
armazenamento lisossomial armazenamente lisossomial

A Tabela 9 fornece um sumédrio de tfodos os estudoes

realizados usando-se ASB humana recombinante no modelo de

gato com MPS VI.
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EXEMPLO 3
Distribuigdc e Praticabilidade

Foli realizado um estudo inicial para documentar a
assimilagdc e a distribuigdo de enzima, e para servir como
um estudo pilote de potenciais estados terminals para
futuros estudos de eficdcia (Crawley et al, J. Clin.
Invest. 97: 1864-1873 (1996)). ASB humana recombinante foi
administrada por injecdo em bolus a gatos afetados, uma vez
por semana ou uma vez a cada duas semanas, em 0,5 até 1,5
mg/Kg. A avaliacdo de um gato com MPS VI ndo tratado (gato
D) e de um gato normal forneceram os valores a partir dos
quals as comparagdes foram extraldas. Os dados a partir de
um gato ndo tratade foram adicionalmente suportados por
avaliacdo histérica de 38 gatos ndo tratados adicionais. Os
estudos de assimilagdo e de distribuicdo agudas foram
conduzidos em gatos normais usando uma técnica de ensaio
imune, que permitiu a deteccdo de ASB humana na presenga de
enzima de gato normal.

As principais conclusdes desses estudos demonstraram
ampla assimilacgdo de enzima com a esperada predomindncia de
assimilacdo no figado e no baco, conforme observado em
outros estudos de reposigdo de enzima, em modelos de
animais com MPS. A eficiéncia de assimilacgdo era dependente
da presenga de cadeias laterais de carboidrato modificadas
por manose-6-fosfato na enzima. A meia-vida da enzima foi
determinada comc sendo de 2 a 4 dias. Terapeuticamente, a
enzima eliminou o armazenamento a partir de uma variedade
de o6rgdos principais e alterou moderadamente a densidade
Ossea, A codrnea, a morfologia éssea e os defeitos de
cartilagem ndo foram tratados de maneira eficaz em gatos
mais 1idosos com MPS VI. Os resultados do estudo estdo

resumidos na Tabela 10,
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Tabela 10: Sumario: Estudo de Distribuigdo /

Praticabilidade em Gato com MPS VI

Pardmatro Constatagdo
Gato A B C
Tratade com MRS VI Tratade com MPS VI Tratado com MPS
VI
Dose 0,8 1,5 mg/Kg 0,5 1,4 mg/Kg 0,8 mg/Kg por
ng/Kg por 7 d mg /K por 7 d 14 d
por 14 d por 14
d
Idade na dose | 7 - 22 | 22 - 27 | 12°-33 | 23 - 27 27 -15
{meses)
Pardmetros de | 2 - 10 mlL (PBS} via veia cefdlica durante 5 - a 20 minutos
infusao
ty; no Plasma |+ 13,7 £ 3,2 min @ 1 mg/Kg
(bolo i.v.) « 45 min @ 7,5 mg/Kg

Todos os valores relativos & enzima de ASB felina enddgena
quatro horas depois da infusdo de 1 mg/Kg de rhASB em
gatos normais

« Figedo: 495 x

* Bago: 6 x

¢ Pulmdo: 22,3 x

s Coracdo: 4,3 x

+ Rorta: 4 x

+ Pele: 31 x

» Cartilagem: 0 x

» Cérnea: 0 x

t1/2 no Tecido

2 - 4 dias @ 1 mg/Kg na maioria dos drgdos (enzima
detectével na maioria dos tecidos do Gato B, mas, somente
no figade de A depois de 7 dias)

Neurologicos

+ Ambulacio + Ndo disponivel * Progressdo

flutuou, mas marginal para

melhorou em dose porta parética

mais elevada no final do
estudo

Opacidade da
cdrnea

* Ndo se modificou com a terapia (exame com lémpada de
fenda 3x mais tarde em rx)

Esquelético + As lesdes progrediram (nenhuma melhora radiografica)
(raios x) » Volume ésseo aumentado / trabecular # no Gato C (recebeu
4 vistas a r% mais cedo)
cada 3 més + Compressdo vertebral no Gato C
Anafilase + Nenhums anafilase, distensdo minima na infuséo:
Resposta de 1x 10° 64,000 64,000
anticorpos (plasma poderia
(titulo em Ig) [ inibir a atividade
MPS VI ndo de enzima in vitro)
tratados =
4,000 - 32.000
GAGs Urinérios | » Diminuiram 50% em - * Diminuiram proéximo ac normal
(~ 400 dias) comparacdc ac gato
ngo tratado )
Sulfato de + Mediano para todos os 3 gatos [(com relacgdo ac controle
dermatano nado tratedo D e normal}
urinariec (~
400 dias)

Peso do corpo

+ 2,5 - 3,0 Kg versus normal de 4-7 Kg

Figade / bago

+ Flagrantemente normal

Valvulas do + Flagrartemente normal

coragdo

Cartilagem Espessura e formacdo anormais
Microscopia + Norralizagdo da vacuolizagds no figedo
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{vacuolizagdo) | + Reducdc significativa nos rins e na pele
* Nenhuma correcdo na cdrnea e em condricitos
Deposigdo + Busente
complexa imune
nos rins
EXEMPLO 4

Eficdcia em Gatos com MPS VI Tratadoes desde o Nascimento

Um estudo de eficadcia com variagdo de dose de longa
duracdo foi realizado em gatos com MPS VI, iniciando no
nascimento (Crawley et al, J. Clin. Invest 99: 651-662
(1997)), e estd resumido na tabela 10. Gatos com MPS VI
foram tratados semanalmente com injegdes i.v. de bolus de
0,2, 1 & 5 mg/Kg de rhASB, iniciando no nascimento. Um
total de 09 gatos foram tratados durante 5, 6 ou 11 meses.
Além disso, 12 gatos com MPS VI e 9 normais foram incluidos
como controles ndo tratados. As principais conclusdes sdo
gue a dose de 0,2 mg/Kg ndo alterou a progressidc da doenca
no gato estudado, e o Unico beneficio clinico documentado
foi uma reducgdo no armazenamento nas células de Kupffer do
figado. 0Os niveis de GAGs urindrios diminuiram para
proximos ac normal durante o teste nos grupos de dose mais
elevada. Além das melhorias nos érgdos principals, as doses
mais elevadas de terapia desde o nascimento foram capazes
de prevenir ou de melhorar a deformidade d6ssea da espinha e
a forma anormal de muitos ossos. Houve um efeito dependente
dz dose no aperfeicoamento de volume mineral &sseo da
vértebra Ls, de espessura trabecular Ossea e densidade de
superficie oOssea entre as doses de 1 e 5 mg/Kg, apesar de
ambas serem equivalentes em aperfeigoar a taxa de formagio
de o0sso em 5 a 6 meses de ERT (Byers et al, Boné 21: 425-
431 {1997)). A valvula mitral e a aorta eram dependentes de
dose e forma menos completos em 1 mg/Kg, mas,
aproximadamente completo em 5 mg/Kg. Nenhum melhoramento de
armazenamento em cartilagens e na cérnea fol observado em

qualquer dose. O estudc sugere que a dose de 1 mg/Kg/semana
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é a concentracdc mais baixa para se ver beneficio clinico
gignificativo. Os resultadcs do estudo estdo sumarizades na

Tabela 11.

TABELA 11

Eficdcia de Injegdes de Bolus Semanais de ASB Recombinante

Humana Derivada de CHO em Gatos Recém-Nascidos com MPS VI

(Estudo PC-BM102-002)

Resultados
Dose 1 mg/Kg 5 mg/Kg
Duragéo 5/6 meses 11 meses 5/6 meses 11 meses
N 4 1 2 1
Bioquimieca

GAGs Urinarios

¢+ Diminuiram e mantiveram-se
em 3x 0 normal em comparagio
ac ndo tratado em 10 x ¢
normal

* Diminuiram e mantiveram-
se em 2x O normal em
comparag¢do ao ndo tratado
em 10 2 0 normal

Clinicos

Aparéncia * Mudangas varidveis + Mudancas varidveis
* Enevoamento persistente de | * Enevoamentc persistente
cérnea por lémpada de fenda de cérnea por lampada de

fenda

Peso * Intermedidrio (nenhum rx + Intermedidrio (nenhum xx
versus normal) versus normal)

Flexibilidade 130-169° 90° 180° 160°

da espinha

(normal = 180°)

(ndo tratados

com MPS VI =

50°)

Neuroldgicos sParalisia + Nenhum + Nenhum « Nenhum
leve de 1 a 4 deficit deficit deficit
menpros
traseires L

Radiologia « Qualidade, densidade e + Qualidade, densidade e

dimensfes ésseas

dimensdes ésseas

aperfeigoadas aperfeigoadas
+ Possivelmente, superior
a 1 mg/Kg
Em conjunte
Espessura *Variabilidade | * Doenga de sVariabilidad | ¢ Doenga de
bssea/Cartilage | , mas, junta e, mas, junta
n melhorou degenerativa melhorou degenerativ
presente a presente
Corddao espinhal | *+ 1 de 4 com + Nenhuma + Nenhuma cempressédo de
varias compresséo corddo
compressdes
leves
Nivel celular
Figado *Completa + Mantido sCompleta *Mantido
(Kupffer) eliminagdo de eliminacdo de
armazenamento armazenamento
lisossomial lisossomial
Pele (junta + Nenhuma + Leve *Completa *Mantido
dura do evidéncia de reducdo de eliminacdo de | +*Nenhuma
quadril, rins) compremetiment | armazenamento | armazenamente | evidéncia
o rena: ou de | lisossomial lisossomial de
deposicéo * Nenhuma + Nenhuma comprometim
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complexa evidéncia de evidéncia de ento rendo |
imune comprometiment | comprometiment | ou de
glomerular ¢ renal ou de | o renal cu de | deposigdo
deposicgdo deposigdo glomerviar
glomerular glcmerular
Cérnea/cartilage | « Nio + Nenhuma * Nido *Nenhuma
m {orelha, disponivel mudanga dispenivel . mudanca
articular) significativa significativ
de a de
armazenamento armazenanmant
lisossomial ¢}
lisossomial
Valvulas * redugéo * redugdo « redugdo préxima da
Cardiacas significativa | significativa | completa de armazenamento
{varidvel) de | {variadvel) de | lisossonial
armazenamente | armazenamento
lisogsomial lisossomial
préximo de
eliminacdo
completa
Aorta + Gradiente de teor de + Banda delgada de células
armazenamento vacuolizadas na tinica
exterior média
EXEMPLO 5

Eficacia de Infusées Duas Vezes na Semana de ASR Humana
Recombinante em Gatos com MPS VI Recém-Nascidos
Um estudo de seis meses fol realizado em gatos recém-
nascidos para avaliar uma infusdo de 0,5 mg/Kg dada duas

vezes na semana. Além disso, a enzima usada nesse estudo

foi derivada exclusivamente de linhagem de células CSL-4S~

342, As principais conclusges do estudo incluem que,

comparado com a dose semanal de 1 mg/Kg previamente

relatada, esse estudo produziu aperfeicoamentos similares

nos parémetros fisicos, bioquimicos, neurclégicos e

radiograficos. As diferencas mals notaveis foram

flexibilidade de espinha cervical gque foi ligeiramente

plorada e menos eliminacdoc de armazenamento lisossomial nos
mais densos, tals como valvulas do

tecidos conectivos

coracdo e aorta. 0Os resultados sdo sumarizados na Tabela
12,

Tabela 12: Eficdcia de Injegdes de Bolus Duas Vezes por
Semana de ASB Humana Recombinante Derivada de CHO em Gatos

Recém-Nascidos com MPS VI
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Pardmetro Resultados

Dose 0,5 mg/Kg

Duragdo 2z semanalmente: 6 meses (n = 2; gatos, 225 f, 226 m)
GAGS urinarios * Diminuiram para 3 x o normal

Titulos em + Dentro da faixa cbservada em gatos normais
anticoxpos

Clinicos

Aparéncia * Enevoamento da cérnea persistente

* Alguma resolucgdo de dismorfia facial
+ Forma do corpo aperfeicoada

Peso * Intermediério {entre nenhum tratamento e normal}
Flexibilidade 90 - 150°

espinhal (normal

= 180°)

Neurolégicos * Nenhuma paralisia de membros traseiros

Radioclogia * Qualidade, densidade e dimensdes bsseas relhoradas

(similares a 1 my/Kg de rh4$S na ref, 110)

Em conjunto

Espessura de ¢ Variavel; espessura de cartilagem diminuida e osso
Osso / subcondral mais uniforme (similar & 1 mg/Kg rh4S%)
Cartilagem

Corddo espinhal * Nenhuma compressdo presente
Nivel Celular
Figado (Kupffer) | ¢ Eliminagdo lisossomial completa

Pele * Reducdo de armazenamento de leve & moderada
Cérnea / + Nenhuma eliminacdc de armazenamento lisossomial
Cartilagem cemparado com controles com MPS VI ndo tratados
{orelha,
articular)
Valvulas * Reducgdo varidvel de armazenamento lisossomial
cardiacas {completa em 225 f; nenhuma mudang¢a dos ndo tratados em

225 m)
Aorta * Leve reducdo de armazenamento lisossomial

EXEMPLO 6

Avaliagdo de Assimilagdo e de Distribuigdo de Enzima como
uma Funcdo da Taxa de Infusdo de Enzima em Gatos com MPS VI

0 objetivo primdrio desse estudo fol comparar a
distribuicdo de enzima, a eliminacdo armazenamento de GAG
em tecido e a diminuicdo de nivels de GAGs urinérios depois
de infusdo de bolo e depois de infusdo lenta (2 horas) de
uma dose de 1 mg/Kg idéntica. A proposta de administracédo
lenta baseia-se em experiéncia de estudos pré-clinicos e
clinicos de a-L-iduronidase para o tratamento de MPS I.
Além disso, o estudc forneceu os primeiros dados de que a
enzima produzida em BioMarin, a partir da linhagem de
células CSL-4S-342, é biologicamente ativa e segura. As
principais conclusdes do estudo incluem que todes os quatro
gatos (dois por grupo) tratados nesse estudo ndo mostraram

gualquer reagdo adversa aguda tanto com relagdo & infusédo
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lenta quanto a rdpida, e quaisquer efeitos prejudicials de
repetidas infusdes com a enzima. No entanto, a infusdo de
bolo resulta em elevada assimilacdo no figado, o gue nédo é
preferido. A infus&o lenta fornece melhor distribuigdo nos
tecidos e, portanto, é um métodc preferido para o teste
clinico.

A distribuicdc nos tecidos de rhASB obtida no estudo
sugeriu que infusdes de 2 horas poderiam aumentar os niveis
de enzima em outros dérgdos além do figado, incluinde
atividade no cérebro. A redugdo de GAG urindria foil
observada imediatamente, depois da primeira ou segunda
infusdo, para niveils abaixo da faixa observada em gatos com
MPS VI ndo tratados. A correcdo do armazenamento
lisossomial foi cbservada em células reticuloendoteliais e
de modo muito leve em alguns fibroblastecs (valvula do
coragdo) e células musculares lisas (aorta) depois de 5
infusfes Nenhuma resposta clinica significativa fol
observada em cada grupo, no entanto, isso ndo era esperado
devido a curta duragdo do estudo, e devido ao fato de que o
inicic da terapia J& se tinha desenvolvido depois de
mudangas de doen¢a significativas. A infusdo estendida por
2 horas fol segura e bem tolerada, com relagdo aocs
protocolos mals curtes usados em estudos prévios. A infusédo
de 2 horas pode fornecer melhoramento de distribuicdo de
enzima com base no gato que foi avaliado com relacgdo &
distribuicdc de enzima.

EXEMPLO7
Avaliagdo de Seguranca de & Meses de N-acetilgalactosamina-
4-sulfatase Humana Recombinante em Gatos Afetados com MPS
VI

Dois estudos de & meses em gatos com MPS VI foram

iniciados usando-se a enzima produzida pelo processo de

preparacdo de acordo com a presente invencdo. A finalidade
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desses estudos é avaliar a segurangca e a eficacla de
infusdes semanais da dose clinica humana projetada de rhASB
em gatos sofrendo de MPS VI. O Estudo 6 envolve gatinhos
que receberam dose inicialmente em 3 a 5 meses de idade. O
Estudo 7 envolve gatinhos tratados desde o nascimento com
infusdes semanais da dose clinica humana projetada de
rhASB. 0Os estudos pretenderam abordar a toxicologia
potencial. Os gatos serdo observados com relagdo a mudancgas
de comportamento durante a infusdo da enzima recombinante
para se avaliar possivels respostas imunes. O soro seréd
monitorado com relagdo & deplegdo complementar e com
relagdo & formacédc de anticorpos direcionados contra a
enzima recombinante. A funcdo de érgdo geral serad
monitorada por painéis de quimica <clinicos completos
(fungdes dos rins e do figado), urindlise e contagens
sangiliineas completas (CBC} com diferencial. 0Os niveis de
glicosaminoglicanos urindrios serdo monitorados em uma base
semanal em um conjunto de pontos no tempo, com relagdo a
infusdo de enzima. A evidéncia de aperfeigoamentos clinicos
da doenca serd documentada. Esses dados fornecerédo
avaliacdo adicional da potencial eficacia do tratamento e
validardo a atividade e a assimilacdo da enzima in vivo. Os
estudos foram e serdo conduzidos de uma maneira consistente
com os principios e praticas de regulamentagdo de GLE,
tanto guanto possivel.-

Resultados preliminares do primeiro estude indicam que
a administragdo de rhASB ndo teve quaisquer efeitos
prejudiciais sobre qualquer dos animals, com os pesos
corporais e as andlises quimicas <c¢linicas, em geral,
mantendo-se dentro das faixas de referéncia. Entretanto,
ambos os gatos com titules de anticorpos significativamente
elevados desenvolveram sinais clinicos anormais durante as

infusdes, contudo, ambos os animals se comportaram
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normalmente uma vez que as infusdes de enzima cessaram, e
ndo pareceram sofrer guaisguer efeitos de doenca de longa
duracdo. Tempos de infusdo estendidos (4 horas} e pré-
medicacdo aumentada com anti-histaminicos permitiram a
terapia continuada nos gatos sem quaisquer sinais clinicos
anormais. Leve reducdo em niveis de GAG urinarios sugere
alguma eficdcla de terapia em reduzir glicosaminoglicanocs
armazenados nos tecidos e na cilrculagdo, contudo,
flutuagdes nesses niveis fossem observadas durante o tempo,
tornando dificil a interpretaglo. Nenhum dos 5 gatos
mostrou melhorias clinicas ébvias em resposta a ERT, mas,
isso exigiria pelo menos tratamento de 6 meses, com base em
estudo prévios. Os titulos em anticorpos se desenvolveram
em quatros dos cinco gatos, com aumentos observavels de
titulos observados depois de 2 meses de ERT. Dois desses
gatos desenvolveram titulos significativamente elevados
depols de 2 ou 3 meses.
EXEMPLO 8
Perfil de Seguranga para Gatos com MPS VI Tratados com
rhASB |

Iniciou~se um estudo arrolando gatos afetados que
foram tratados dentro de 24 horas do nascimento. Quarenta e
um gatos com MPS VI foram tratados usando-se rhASB. A
administracdo da enzima a gatos normais se restringiu a um
ou dois gatos para confirmar a seguranga aguda de novas
bateladas antes da exposigdo dos animais afetados valiosos
a terapia. Em resumeo, nenhum gato com MPS VI morreu ccmo
resultado da administracdo da droga, embora quatro gatos
tenham morrido como resultado de infecgdo viral ou de
anormalidade congénita subjacente. A enzima para os estudos
foi produzida de acorde com os métodos de producdo da
presente invengdo. Os dados preliminares sdo mostrados na

Tabela 13.
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Tabela 13: Resumo de Estudo de Eficacia em Gatos

do Laboratério de Hopwood

Estudo N° de Gatos Dose/semanal Comprimento Rx Mortalidade
n° {mg/Kg) (meses)
1 2 Varidvel 13 - 21 Nenhuma
1
2 1 0,2 5 Nenhuma
2 1 0,2 1 Morreu: defeito
cardiaco
congénito
- 2 0,5 3 -5 1 morreu de
parvovirose
2 4 1 3-11 1 morreu de
2 parvovirose
- 1 1 6 (5.C.) Nenhuma
- 4 1 6 Nenhuma
2 2 5 3-11 1 morreu de
2 parvovirose
4 2 0,5 (duas 5 Nenhuma
vezes)
- 3 0,5 {duas 5 Nenhuma
vezes)
5 4 1 1 Nenhuma
6 5 1 Iniciou Nenhuma
7 5 1 Iniciou Nenhuma
EXEMPLO 8A

Distribuigdo nos Tecidos com Infusdo Lenta

Um estudo em separado foi empreendido para comparar a
taxa de assimilacdo e a distribuicdo nos tecidos de rhASB
em gatos com MPS VI jovens (< 10 semanas de idade no
inicio) usando-se um protocclo de infusdo longa (duas
horas) ou curta (10 - 15 minutos) (ASB-PC-004). Sete gatos
normais (12 - 24 meses de idade}) foram sedados e tiveram
canula de artéria femural implantada para permitir a
amostragem do sangue. A rhASB em uma dose de 1,0 mg/Kg ou
7,3 mg/kg fol infundida na veia cefélica em um volume de 7
mL, durante 40 segundos. Amostras de sangue arterial
heparinizadas foram obtidas em aproximadamente 2, 4, 6, 8,
10, 20, 30, 40, 60 e 120 minutos apds a dose. O plasma foi
coletado por centrifugagdo e congelado até a andlise.
Depois de quatro horas, os animais foram submetidos a
eutandsia e o0s tecidos foram coletados, pesados e

congelados até a andlise.
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Em um estudo em separado, trés gatos normais (8 - 66
meses de idade) receberam uma dose de bolus de 1,0 mg/Kg
i.v. de rhASB em um volume de dose de 7 mL. Um gate por
pento no tempo foi submetido & eutandsia em 4, 4 ou 7 dias
apbs a dose. Tecidos selecionados foram coletados, pesacos
e congelacdos até a andlise. Um gato normel adicional, néo
exposto a rhASR, fol submetido & eutandsia para fornecer
niveis de ASB felina nos tecidos para comparagdes
analiticas. Realizou-se a quantificacdo de rhASB ou de ASB
felina nc plasma e nos tecidos, utilizando-se uma técnica
de ensalo ELISA. rhASB nas amostras fol adsorvida em um
anticorpo monoclonal anti~rhASB imobilizado e a ASB felina
fol absorvida em anticorpo anti-rhASB policlonal, que reage
de maneira cruzada com ASB felina. A ASB absorvida foi,
entdo, quantificada usando-se substrato afluorescente.

Andlises de concentracdo de plasma mostraram que a tis

de rhASB na dose de 1,0 mg/Kg era de 13,7 = 3,2 minutos e

era de ~ 45 minutos para a dose de 7,3 mg/Kg. O tj;» nos
tecidos seguindo a dose de 1,0 mg/Kg variou desde 2,4 ~ 4,2
dias no figado, bag¢o, pulmdo, rins e coracgdo. Niveis
baixos, porém, detectidveis, foram vistos nesses tecidos
(exceto no coragdo) até sete dias seguindo-se 4 dosagem.
Quatro horas depois de uma dose de 1,0 mg/Kg de ASB, a
maioria da dose liberada no figado fol detectada cm todos
os tecidos medidos, exceto cartilagens e cdrneas, com a
maioria no figado. Com a excecdo do cérebro e do cerebelo,
0os niveis foram de 4 (aorta) a 495 (figado) vezes maiores
do gque aqueles de ASB felina no gato de controle néo
tratado. As melas-vidas determinadas nos tecidos nesses
estudos (2,4 - 4,2 dias em'1,0 mg/Kg) suportam a fregiiéncia
de dosagem clinica semanal.

0 o¢bjetivo primdric desse estudo foi avaliar os

efeitos da taxa de infusdo na distribuigdo da enzima, na
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eliminacdo de armazenamento de GAG nos tecidos e a
diminuicdo dos nivels de GAGs urinarios. Aos grupos (n =
2/grupo) de gatos com MPS VI de 10 semanas de idade foram
administradas infusdes i.v. curtas (10 ~ 15 minutos) ou
longas {2 horas) de rhASB, a 1,0 mg/Kg, uma vez por semana,
durante cinco semanas. ©0s animais foram submetidos a
eutanadsia dois dias depois da ultima infusio e os tecidos
gselecionados (figado, baco, coragdo, pulmdo, rim, pele,
aorta, cérebro, cerebelo, cartilagem, cdérnea e noéddulos
linfaticos) foram coletados para determinacgédo da atividade
de ASB e para a avaliagdo histopatoldgica. Os tecidos foram
armazenados congelados até a anadlise. O estudo empregou o
mesmo ensaio imune para determinar os niveis de ASB nos
tecidos conforme descrito acima (ASB-PC-001}. Um gato no
grupo de infusdo de duas horas reduziu os niveis de enzima
nos tecidos em comparacdo aos outros gatos tratados. Niveis
de enzima elevados foram detectados em torno do ponto de
cateterizacdo seguindo-se a Gltima dose, enquanto que
niveis baixos foram vistos no membro contra-iateral. Essas
constatagBes sugerem que o cateter tinha se desalojado
prematuramente e tinha contribuido para os baixos niveis de
ASB vistos nos tecidos desse animal. A comparacdo das
atividades de enzimas nos trés gatos restantes mostrou
atividade de enzima aumentada no figade, pulmio, rim,
cérebro e cerebelo, e atividade reduzida nos noédulos
linfadticos mesentéricos do gato de infusdo de duas horas,
com relacdo aos animals de infusdo de 10 minutos. Nenhuma
enzima fol encontrada na pele, cartilagem e cdédrnea. Embora
0s dados a partir desse estude sejam limitados, as
constatagbes a partir desse estudo sugerem que as infusdes
de duas horas podem resultar em niveis de enzima aumerntados

nos tecidos {além do figado) com relacéo as infusées de 10
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minutos, indicando que as infusdes estendidas fornecem
melhor distribuic¢do nos tecidos.
EXEMPLO 9
Método de Preparagdc e de Purificacgdo (Processo de
5 Perfusao)

Um fluxograma de processo comparando o processo de
purificagdo para ©s processos de cultive de células em
batelada alimentada e com base em perfusdo é fornecido na
Tabela 14. Comparacg®es com relagcdo ac processo de

10 purificaglo de batelada alimentada, assim como detalhes das
mudancas especificas implementadas para a purificacido do
material do processo de perfusdo, estdo resumidos na Tabela
15. A Tabela 16 retrata ¢ métodc de purificacdo usado pare
as culturas de células com base em perfusdo.

15 Tabela 14; Processo de Purificagdo; Comparagdo entre os

Processos em Batelada e em Perfusiao

Processo em Batelada Processo em Perfusdo
Filtragdo de Coleta Filtrag¢do de Coleta
\ V
Concentragdo para 10 x e Concentracde para 20 x
Diafiltragdo
¥ i
Cromategrafia em DEAE- Sepharose Ajuste de pH e Filtrag#o
4 }
Cromatografia em Blue- Sepharose FF | Crematcgrafia em Blue- Sepharose FF
} {
Cromatografia em Cobre Quelante- Cromatografia em Cobre Quelante-
Sepharose FF Sepharose FF
4 {
Cromatografia em Fenill-Sepharose Cromatografia em Fenil-Sepharose HP
e
¥ ¢
Ultradiafiltrag¢do/Diafiltracdo Ultradiafiltracdo/Diafiltracac
Remogdo de ADN
Reducdo viral através de um filtro Redugdo viral através de um filtro
de 0,04 um de 0,02 um
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Formulagio

Formulagdc com Polissarbato

Filtro de 0,2 pm

Filtro de 0,2 pm

Substéncia de droga em volume
formulada & armazenada até a
liberac¢do pelo CQ. Lotes de
substancia de droga em volume
formulada que atendem &s
especificacdes de liberacde pedem

ser reunidos nessa etapa

Substdncia de droga em volume
formulada é armazenaca até a
liberacdo peloc CQ. Lotes de
substéncia de droga em volume
formulada que atendem 4as
especificagdes de liberacgdc podem

ser reunidos nessa etapa

v

v

Substéncia de droga formulada
liberada despachada para Hollister-
Stier Laboratcories para
envazamento, enfrascamento e

rotulagem

Substdncia de droga formulada
liberada despachada para Hollister~
Stier Laboratories para envazamento,

enfrascamento e rotulagem

Tabela 15: Sumario de Descrigdo de Mudangas de Purificagio

Filtros MWCO retentores de
albumina

Operagao:

* Concentragdoc para 10 x

+ Diafiltrado contra 5
volumes de fosfato de
sédio 10 mM, cloreteo de
sédio 100 mM, pH 7,3

Etapa de Descrigdo (Batelada) Descrigdo (Perfusdo)
Produgdo
PROCESSO DE
| PURIFICACAD
Concentracédo / Filtragdc de Escoamento Mudancas:
Diafiltracdo Tangencial: 2,8 n° Filtragdo de Escoamento

Tangencial: 5,6 n
Filtros MWCO retentores de
albumina

Operacgdo:

* Concentragdo para 20 2
+ Nenhuma diafiltracdo,
sistema enxaguado com
fosfato de sédio 100 mM,
pH 7,3

Objetivo:

* Redugdo de volume para
armazenamento a 4°C

v

Cromatografia de
percolacao
através de DEAE
Sepharose FF

Coluna:

2 x 30 cm de didmetro x 33
cm de altura

* Pré-lavagem: hidroxido
de sédio 0,1 N

+ Lavagem: Agua para
injecdo (WFI)

* Neutralizagfo: fosfato
de sbédio 100 mM, pH 7,3

* Equilibrio: fosfato de
sédio 10 mp, cloreto de
s8édio 100 nmM, pH 7,3

+ Carga: coletado
concentrado / diafiltrado
» Lavagem: fosfato de
sédic 10 mM, cloretoc de
sédioc 100 mM, pH 7,3

* Esgotamento: fosfato de
sddio 10 mM, cloreto de

Etapa eliminada
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sbédio 1,5 M, pH 7,3

* Regeneracgdo: acido
acético glacial & 10%

+ Lavagem: Aqua para
injegdo (WFI)

+ Sanitizacdo: hidréxido
de sédio 0,5 N

* Armazenamento: hidréxido
de sédio 0,1 N

4

Ajuste de pH e
filtragdo

* Ajuste de pH: adigdo de
dcido acético glacial &
10% as amostras coletivas
concentradas para 20 x até
um pH final de 5,0

+ Carga: amostras
coletivas concentradas
para 20 x

+ Filtragdo através de
filtros de clarificacdo e
filtro de 0,2 um

+ Jato: acetato de sédio
20 nM, cloreto de sédio
120 mM, pR 5,0

Objetivo:

* Aumenta a capacidade de
ligagdo de rhASB da coluna
de resina de Blue
Sepharose

)

Cromatografia em
Blue Sepharose
FF

Coluna:

20 cm de didmetro x 11 cm
de altura

+ Pré~lavagem: hidréxido
de sbédio 0,1 N

* Lavagem: Agua para
injegdo (WFI)

* Neutralizacdo: acetato
de sédio 1 M, pH 5,5

* Equilibrio: acetato de
sodio 20 mM, cloreto de
sédio 150 mM, pH 5,5

v Carga: percolade de DEAE
ajustado para acetato de
sédio 20 mM, cloreto de
sédio 150 mM, pH 5,5

+ Lavagem: acetato de
sédio 20 mM, cloreto de
sédio 150 mM, pH §,9

* Eluicdo: acetato de
sédio 20 mM, cloreto de
sédio 500 mM, pd 5,5

* Regeneragdo: acetato de
sodio 20 mM, cloreto de
sédio 1,0 M, pH 5,5

» Sanitizacdo: hidréxido
de sédio 0,1 N

» Lavagem 1: Agua para
injegéo

+ Lavagem 72: acetato de
sédio 1 M, pH 5,5

+ Armazenamento: Etanol a

Mudancga:
Coluna:

45 cm de didmetre x 16 cm
de altura

+ Neutralizacdo: omitida
+ Equilibrio: fosfate de
s&dio 10 mM, pH 6,45

*+ Cazrga: amostras
coletivas concentradas
para 20 x, pH ajustade
para 5,0 e filtrado

+ Lavagem: fosfato de
sédio 10 nM, pH 6,45

+ Eluigdo: fosfato de
sédio 10 mM, cloreto de
sbdio 125 mM, pH 6,45

+ RegeneraGdo: fosfato de
sédio 10 mM, c¢loreto de
sédio 1,0 M, pH 6,45

¢ Lavagem 2: fosfato de
sédio 10 mM, cloreto de
sédio 1,0 M, pH 6,45
Rationale:

* Condigdes permitem a
remocdo aperfeigoada de
impurezas de CHO
potenciais permitindo a
eliminacgdo de
Cromatografia em DEAE
Sepharose

20%
{

Cromatografia em

Mudangas
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Cobre Quelante

Sepharose FF

Coluna:

14 cm de didmetro x 9 cm
de altura

v Pré-lavagem: hidréxido
de sdédio 0,1 W

+ Lavagem: Agua para
injegdo (WFI)

» Tampdo de carga: sulfato
coprico 0,1 M

+ Equilibrio: acetato de
sédio 20 my, cloreto de
sédio 0,5 M, glicercl a
10%, pH 6,0

+ Carga: Ajustar ¢ teor de
glicerol do eluato de Blue
Sepharose para 10%, por
adicdo de acetato de sddio
20 mM, cloreto de sodio
500 mM, glicerol & 50%, pH

Coluna:

40 cn de didmetro x 16 cm

de altura

* Equilibrio: acetato de

s6dio 20 mM,
sédio 0,5 M,
10%, pR 5,9

cloreto de
glicerol &

+ Carga: Ajustar o teor de
glicerol do eluato de Blue
Sepharose reunido para
10%, por adigdo de acetato
de sbédio 100 mM, cloreto
de sodio 2,0 M, glicerel &

£, 0

50%, pH 5,2

* Lavagem 1: acetate de
sédio 20 mM, cloreto de
sédio 0,5 M, glicerol &
10%, pH 5,5

+ Lavagem 2: acetato de
sédio 20 mM, cloreto de
sodio 0,5 M, glicerol a
10%, pH 3,9

+ Lavagem 3: omitida

Rationale:

* Pureza de produto

e Lavagem 1: acetato de
sédio 20 mM, cloretc de
sédio 0,5 M, glicercl a
10%, pH 5,0

« Lavagem 2: acetato de
sédio 20 mM, cloreto de
soédio 0,5 M, glicerol a
10%, pH 4,0

» Lavagem 3: acetato de
sédio 20 mM, cloreto de
sédio 0,5 M, glicerol a
10%, pH 3,8

* Eluicdo: acetato de
sédio 20 mM, cloreto de
sédio 0,5 M, glicerol a
10%, pH 3,6

+ Regeneracdc: EDTA 50 mM,
clorete de sédic 1,0 M, pH
8,0

+ Sanitizagdo: hidréxido
de soédico 0,5 M

s Armazenamento: hidréxido
de sédio 0,1 N

consistente & reprodutivel
obtida com etapa
modificada

4

Inativagdo Viral

Fragles de eluatos
reunidas mantidas durante
30 a 120 minutes antes do
ajuste para pH 4,5 com

Nenhuma mudanga

NaOH 0,5 M
4

Cromatografia em
Fenil-Sepharcse

Coluna:

10 cm de difmetro x 16 cm
de altura

Resina: Fenil-Sephzrose de
Altc Desempenho

+ Pré-lavagem: hidréxido
de sédio 0,1 N

¢« Lavagem: Agua para
injecdo (WFI)

+ Equilibrio: acetato de
sédio 20 mM, cloreto de
sbédio 3,0 M, pH 4,5

+ Carga: Ajustar o teor de
cloreto de sédic do eluato

Mudancga:

40 cm de diametro X 16 cm
de altura

Resina: Fenil-Sepharose
“High Sub Fast Flow”

+ Equilibrio: acetato de
sédio 20 mM, cloreto de
sédio 2,0 M, pRH 4,5

» Carga: Ajustar o teor de
cloreto de sédio do eluato
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de Cobre para 3 M, por
adi¢do de acetato de sédio
20 mM, cloreto de sédioc 3
M, pH 4,5

* Lavagem 1: acetato de
sdédio 20 mM, cloreto de
s6dioc 3,0 M, pH 4,5

* Lavagem 2: acetato de
sédio 20 mM, cloreto de
sbddio 1,6 M, pH 4,5

« Eluicdo: acetato de
sédio 20 mM, cloreto de
s6dio 1 M, pH 4,5

¢ Regeneragdo: acetato de
sédio 20 mM, pH 4,5

* Sanitizacgdec: hidrdxido
de sédio 0,5 N

+ Armazenamento: hidréxido
de sédio 0,1 N

de Cobre para 2 M, por
adigdo de acetato de sédid
20 mM, cloreto de sddio 5
M, pH 4,3

+ Lavagem 1: fosfato de
sédio 10 mM, cloreto de
sdédic 2,0 M, pH 7,1

+ Lavagem 2: acstato de
sédio 20 mM, cloreto de
sédio 2,0 M, pH 4,5

« Eluigdo: acetato de
sédio 20 mM, cloreto de
sodio 250 mM, pH 4,5

Rationale:

+ Alternar resina tem
caracteristicas de
escoanento mals favoravels
e capacidade em relaglo a
rhASB

» Lavagem 1 permite
eliminacdo mais robusta de
impurezas de proteina
potenciais

i

UF/DF Final

Filtrac&c de Escoamento
Tangencial: Filtros MWCO
10 KDa < 0,4 m’

* Equilibrio: fosfato de
sédic 10 mM, cloresto de
sédio 150 mM, pH 5,8

* Cercentracdo!
Concentra¢do para NMT 1,5
mg/mL

+ Diafiltracdo: fosfato de
sédio 10 mM, clorsto de
sédio 150 mM, pH 5,8

Mudanca:

Filtragdo de Escoamento
Tangencial: Filtros MWCO
10 KDa de 2,8 m?

Remogdc de ADN

N&o Realizada

Nova Etapa:

+ Filtragdo de ADN:
Produto filtrado através
de um filtro de ADN com
base em troca idnica
Objetivo:

* Eliminagdo de ADN
adicional para compensar a
elimirag¢io da etapa de
Cromatografia percolante
por DEARE

{

Foermulagdo

+ Diluido para 1,0 mg/mL
com fosfato de sédic 10
mM, cloreto de sédic 150

mM, ph 5,8
v

Filtragdoc Viral

« Filtracdo Viral: Produto
filtrade através de um

filtro de 0,04 um

Mudanga:
« Filtragdo Viral: Produto
filtrado através de um
filtro de 0,02 um
Objetivo:
+ Uso de tamanho de poros
menor para intensificar a
eliminagdo viral |
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; T —
Formulacdo Etapa ocorre mais cedo no Mudanga:
processo ¢ Diluida para 1,0 mg/mL
(Antes da filtragdo viral) | com fosfato de sédic 10
mM, cloreto de sédio .50
mM, pH 5,8
+ Formulagdo: Polissorbato
80 é adicionado a uma
concentracdo de 50 pg/mL
-
$
Filtragdo + Filtragdo: Filtrar o Nenhuma Mudanca

produto diluido através de
um filtro de 0,2 um para
um recipiente de
armazenamento

Tabela 16: Método de Purificagdc de rhASB (Processo de

Perfusio)

Etapa

Processo

Filtracédo de
Coleta

+ Filtracdo através de filtros de clarificacdo, filtros de
0,45 pm e, finalmente, filtro de 0,2 um

« Piltrades de amostras coletivas sdo armazenados em
bolsas de polipropileno

Concentracgéo
de UF

* Equilibrio e jato: fosfato de sédio 100 mM, pH 7,3
+ Carga: fluido de coleta filtrado

+ Concentragdo: Concentragdo para 20 x

« Filtracdo: Filtrar o produto diluide através de um
filtro de 0,2 um para recipiente de armazenamento

Ajuste de pH
e filtracéo

+ Ajuste de pH: Adicionar &cido acético glacial a 10% nas
amostras coletivas concentradas para 20 X até um pH final
de 5,0

+ Carga: amostras coletivas concentradas para 20 x

* Enxadqgie: Agua para injecdc (WFI)

+ Filtracdo através de clarificagdo e filtro de 0,2 um

+ Jato: acetato de sdédio 20 mM, cloreto de sédio 120 mM,
pH 5,0

Biue
Sepharose 6
PF (Blue,
Blue=~
Sepharose)

* Pré-lavagem: hidroéxide de sédio 0,1 N

* Lavagem: 4gua para injeg8o (WFI)

+ Equilibrio: fosfato de sédio 10 mM, pH 6,45

* Carga:filtrados de amostras coletivas concentradas para
20 x e com pH ajustado

* Lavagem: fosfato de sddio 10 mM, pH 6,45

+ Eluigdo: fosfato de sédio 10 mM, cloreto de sédio 125
mM, pH 6,45

* Regeneracdo: fosfato de sédio 10 mM, cloreto de sédio
1,0 M, pH 6,45

* Sanitizacdo: hidroéxido de sédio 0,1 N

+ Lavagem 1: Aqua para injecdo (WFI)

* Lavagem 2: fcsfato de sddio 10 mM, cloreto de sédio 1,0
M, pH 6,45

+ Armazenamentce: Etanol & 20%

Sepharose FF
Quelante
{Cobre, CC,
Cobre-
Quelante)

* Pré-lavagem: hidréxido de sédio 0,1 N

+ Lavagem: Agua para injecdo (WFI)

* Tamp3do de carga: sulfato clprico 0,1 M

* Equilibrio: acetato de sddio 20 mM, cloreto de sédio 0,5
M, glicerol & 10%, pH 5,5

* Carga: BEjustar o teor de glicerol das amostras coletivas
de eluatos de Bluel-Sepharose para 10%, por adicdo de
acetato de sédio 100 mM, cloreto de sédic 2,0 M, glicerol
a 50%, pH 5,2

* Lavagem 1: acetato de sddio 20 mM, cloreto dec sédio 0,5
M, glicerol a 10%, pH 5,5

+ Lavagem 2: acetato de sodio 20 mM, cloreto de 3d6dio 0,5
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(‘* M, glicerol & 10%, pH 3,9

Eluigdo: acetato de sédio 20 mM, clereto de sdédio Q,5 M,
glicerol a 10%, pH 3,6
¢ Eluato mantido durante 30 a 120 minutos antes do ajuste
do pll para 4,5 com NaCH 0,5 M
» Rageneragido: EDTA 50 mM, cloreto de sédio 1,0 M, pH 8,0
+ Sanitizagdo: hidrézido de sddio 0,5 M
+ Brmézenamento: hidréxido de sédio 0,1 M

Fenil + Pré-lavagem: hidréxido de sédio 0,1 N

Sepharose 6 + Lavagem: Agua para injecdo (WFI)

FF “High Sub” | + Equilibrio: acetato de sédio 20 mM, cloretoc de sédio 2,0
M, pH 4,5

+ Carga: Ajustar o teor de clorete de sddioc de eluato de
Cobre Quelante-Sepharose para 2 M, por adigdo de acetato
de sédio 2C mM, cloretec de sédioc 5 M, pH 4,5

» Lavagem 1: acetato de sdédio 10 mM, cloreto de sédio 2,0

M, pH 7,1

+ Lavagem 2: acetato de sddio 20 mM, cloreto de sédio 2,0
M, PH 4,5

+ Eluicdo: acetato de sédic 20 mM, cloreto de sddic 250
mM, pH 4,5

+ Regeneracdo: acetato de soédio 20 mM, pH 4,5
* Sanitizacéo: hidréxido de sédio 0,5 N
+ Armazenarento: hidréxido de sédio 0,1 N

UF/DF, + Equilibrio: fosfato de sédio 10 mM, cloreto de sddio 150

Filtracdo de nM, pH 5,8

ADN, + Concentragdo: Concentragdo para NMT 1,5 mg/mL

Filtragdo + Diafiltragdc: fosfato de sddio 10 mM, cloreto de sédic

Viral, 150 mM, pH 5,8

Formulagdo « Piltracdc de ADN: Produto filtrado através de um filtro
de ADN

* Filtracdc Viral / Diluiclo: Produto filtrado através de

um filtro de 0,02 um e diluido vara 1,0 mg/nL
» Pormulagdo: Polissorbato 80 em uma concentragdo de 50

ng/mL & adicionado
* Filtracdo: Filtrar o produto diluido através de um

filtro de (,2 pum para recipiente de armazenamento
Todas as colunas de purificacdo sdo regeneradas antes

de usar, sanitizadas depols de uso e armazenadas nos
tampdes apropriados conforme indicado nas Tabelas 15 e 16.
Purificagdo das Matérias-Primas

Tcdos os materials s&c fornecidos por vendedores
gualificados.

Tabela 17: Matérias-Primas para Purificacdio

Ingrediente Grau
Acido Acético Glacial UsP
Sulfate Caprico Penta-hidratado Use
Edetato Dissddico Usp
Alcool Desidratado, USF {Etanol. 200 Proof) UsP
Glicerina Use
Acetato de 56dio, Tri-hidratado UsPp
Clorete de Sédio Use
Solugdo de Fidréxido de Sédio a 50% p/p Grau Reagente
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Fosfato de Sédio, Dibésico, Hepta-aidratade USPYER
Fosfato de S&dio, Monobdsice, Mono-hidratado Usp
Acido Cloridrico, 6 N, Solugdc Volumétrica Grau Reagente
Polissorbato 80, ME/EP (CRILLE 4 HP) NF/EP
Agua para injecdo, embalada a granel Use

A glicerina a ser utilizada deve ser derivada de um
processo sintético. Todas as matérias-primas usadas devem
obedecer a Ultima versdo da Nota CPMP/CVMP para a Diretriz
intitulada, “Minimizando o Risco de Transmissdo de Agentes
de Encefalopatia Espongiforme Animal Via Produtos de
Medicina Humana e Veterindria”, na qual derivados de sebo,
tais como glicerol e 4cidos graxos, manufaturados por
rigorosos processos envolvendo elevadas temperaturas e
condi¢Bes de pressdo ou reacdes quimicas conhecidas como
sendo terminalmente hostis ao agente da encefalopatia
espongiforme bovina (BSE) sdo concebldas como sendo pouco
provavelmente infecciosas. Portanto, o risco de transmisséo
de BSE a partir da glicerina é considerado como sendo
baixo.

A seguranca viral de rhASB & confirmada por uma
combinacdo de selecdo e quantificacdo de vendedores,
testagem de matérias-primas, estudeos de caracterizacio de
bancos de células, estudos de remocdo viral e capacidade de
inativagdo dos processos de purificagdo de rhASB, e
testagem de liberacdo de lotes de rotina. Os regulamentos e
diretrizes norte-americanos, europeus e da ICH foram

observados para assegurar a seguranga viral de rhASB.

Cromatografia em Coluna, Remo¢do de ADN e Filtragdo Viral
rhASB é, agora, purificada usando-se uma série de
etapas de cromatografia e de filtracdoc. O fluido coletado é
concentrade para 20 x por ultrafiltragdo, o pH & ajustado,
filtrado e carregade em uma coluna de cromatografia de Blue

Sepharose “Fast Flow” (45 cm x 16 cm). O eluato de Blue
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Sepharose “Fast Flow” é filtrado antes do carregamentos em
uma coluna de Cobre Quelante Sepharose. O eluato de Cobre é
filtrado antes do «carregamento em uma coluna Fenil
Sepharcse “Fast Flow High Sub”. Todas as trés etapas de
purificagdo em coluna cromatogrdfica sdo realizadas em
ligacdo e em um modo de eluato. O eluato da coluna de Fenil
Sepharose é passado através de um filtro de troca idnica e
de filtro de redugdo viral antes da concentracgdo e da troca
de tampdo por ultrafiltracéo.

Estudos de Remogdo Viral / Inativagéo

Dois estudos foram conduzides para avaliar a
capacidade de redugdo viral do processo de purificacdo de
rhASB modificado. ©Os estudos foram realizados em
BioReliance (Rockville, MD), usando dois sistemas de virus
modelo, virus de leucemia murina xenotrdpica (XMulV) e
virus de minuto murino (MMV). XMulLV & um retrovirus de ARN
de fita Unica envelopado com baixa resisténcia & inativacdo
fisico-quimica. MMV é um virus de ADN de fita unica néo
envelopado, pequeno, com elevada resisténcia a agentes
fisico~quimicos.

Fsses estudos avaliaram duas etapas cromatogrdficas
(Cobre Quelante Sepharose FF e Fenil Sepharose FF “High
Sub”) e o filtro wviral (0,02 pm} usado no processo de
purificacdo de rhASB. Estudes de blogqueic e de recuperacdo
foram realizados usando-se versdes em menor escala das
etapas de processo., Os parametros criticos mantidos foram
tempos de retencdc e interacdes de matriz-solugdo. Isso foi
conseguido replicando-se os tampdes, taxas de escoamento
linear e alturas das colunas, mas, ajustando-se o didmetro
das colunas. Os materiais usados no estudo (produto e
tampdes) foram coletados a partir da producdo real em

escala completa.
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As colunas de cromatografia (Ccbre Quelante senharose
e Fenil Sepharose) foram empacotadas e pré-corridas cada
uma com as cargas (branco) de rhASB tipicas ou cargas
blegueadas com tampio viral antes de envio a BioReliance.
Os cromatogramas e os rendimentos em produto na presencga de
tampdes virals foram compardveis as corridas com brancos.
Cargas de coluna idénticas foram blogueadas cada uma com
XMulV ou MMV, imediatamente antes da cromatografia. A
quantidade de redugdo viral para cada uma das etapas
avaliadas foi determinada por comparagdo a carga viral nas
cargas de coluna e eluatos. Um sumadrio dos resultados para
esse estudo & mostrado na Tabela 18.

Tabela 18: Fatores de Redugido pra XMuLV e MMV

Etapa de Processo log da Redugdc de XMulv log da Redugédo de MMV

Blue Sepharose N&o testada N&o testada
Cobre Quelante 2 3,51 % 0,52 22,71 % 90,52
(mantido pH mais
baixo)
Fenil Sepharose 2 3,54 t 0,36 21,72 + 0,64
Filtragdo de ADN Nio testada Ndo testada
Filtrag8o Viral 2 5,51 + 0,43 2 4,76 £ 0,00
log Redugdiio Total 2 12,56 29,19

Testagem no Processo
A tcstagem no processo é realizada ao longo de todo o
processo e estd ilustrada na Figura 3. A testagem no
processo do fluido de cultura de células coletado e dos
intermedidrios de purificacdc estd descrita nas Tabelas 19
e 20.
Tabela 19: Testagem no Processc do Fluide de Cultura de

Células Coletado

Teste Niveis de A¢do
Endotoxina Bacteriana por LAL (USP/EP) 2 2 EU/mL
Carga Biolégica (USP/EP) 2 1 cfu/10 mL
Proteina Total por Bradford e Atividade | Resultados usados para o cilculo
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da carga da cocluna de Blue

Sepharose

Micoplasma’ Negativo

(Especificacdo de liberacdo)

Teste in vitro com relagdo & presenga Negativo

de contaminantes virais' (Especificag¢do de liberagao)

‘A amostragem é realizada em miltiplos pontos de tempo durante o estdgio de fabricacéo
de coleta de cultura de células. A Ultima amostra removida antes do término do processo
de cultura de células ¢ testada e um resultado negativo & necessdrio para a liberagdo do

lote.
Tabela 20: Testagem no Processo de Intermediarios de

Purificacgdo
Teste Niveis de Agdo
Endotoxina Bacteriana pox LAL 2 3 EU/mL em eluatos de coluna’
(USP/EP)
Carga Bioldgica (USP/EP) 2 20 cfu/mL de pré~filtracido"

2 ) cfu/100 mL em Substancia de
Droga a Granel Formulada (FBDS)
Atividade Resultado usado para o célculo das
cargas das colunas de Cobre Quelante
e de Fenil Sephfarose
Proteina Total por Resultado usado para o célculo da

Espectrofotometria UV-Visivel concentragdo de proteina para UF/DF

'Resultados excedendo niveis de acdo sdo investigados per procedimentos de operacdo
padrdo.

!Se os resultados excederem o nfivel de agdo, a FBDS serd filtrada em 0,2 pm para
recipientes de armazenamento estéreis apropriades e, entdo, a liberacdo pendente de

quarentena para envio para os locais de enchimento.

Resultados do método de perfusdo de purificacido de
precursora de rhASB

A Tabela 21 fornece dados sobre o grau de pureza de
rhASB obtida usando-se os métodos de purificagdo descritos
nas Tabelas 15 e 16. A coluna “Pureza por RP-HPLC” indica o
grau de pureza obtido para a quantidade combinada de formas

tanto precursora gquanto madura de rhASB.

Tabela 21: Resultados de Liberacdo de Lotes de rhASB

Lote Pureza por RP- Presenca das Processc de

HPLC formas processadas' Fabricagéo
AP£0028 99,6 - Processo em batelada
AP60029 98,8 + Processo em batelada
AP60030 98,7 + Processo em batelada
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AP60031 59,1 - Processo em batelada
AP60032 99,8 - Processo em batelada
]AP60033 99,4 - Processo em batelada
| AP63035 98,7 - Processo em batelada
RAP6J036 99,4 - Processo em batelada
AP60038 99,6 - Processo sem batelada
BP60039 99,3 - Processo em batelada
AP60040 99,1 - Processc em batelada
AP60101 99,3 - Processo em batelada
AP60102 98,89 - Processo em batelada
AP60103 98,0 - Processo em batelada
AP60104 99,0 + Processo em batelada
AP60105 99,0 - Processo em batelada
AP60106 99,2 - Processo em batelada
AP60107 99,4 - Processo em batelada
AP60108 98,7 - Processo em perfuséo
AP&O10Q 59,8 - Processo em perfusio
AP60201 99,0 ND Processo em perfusdo
AP60202 10¢ - Processo em perfusdo
"7 indica a presenga das formas processadas (estimada em 1 a 15%) na substancia de

droga a granel formulada; “~“ indica a auséncia das formas processadas,
As Figuras 4A - 4C fornecem os cromatogramas

representativos das trés etapas cromatogrdficas do método
em perfusdo de purificagdo (Tabela 16). A Tabela 22 fornece
as recuperagles médias de rhASB precursora para cada uma
dessas trés etapas cromatogrdficas. A Figura 5 fornece os
dados com relacdo & andlise de pureza de amostras no
processo em cada etapa cromatogrdfica e do produte final

purificado (rhASB precursora).

Tabela 22: Sumario de Recuperagdes de Purificagédo

Etapa Recuperagdo Média (%)
Ajuste de pH 5,0 83 _J
Coluna de Blue Sepharose 84
Coluna de Cobre Quelante Sepharose 86
Transicdo de Cobre para Fenil 86
Coluna de Fenil Sepharose 88
Global 30
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Quando o©s produtos purificados, obtidos usando-se o©
processo em batelada e o processo em perfusdo, sdo
comparados, O processo em perfusdo claramente produz uma
precursora de rhASB mais purc. Mesmo tentativas para
otimizar adicionalmente o processo em batelada, por selegdc
de diferentes fragbes de lavagem ou por variagdo das
condig¢les, ndo resultcu no produtc consistentemente puro
obtenivel pelo processc em perfusdo. O processo em perfuséo
é& capaz de produzir pureza de precursora de rhASB
consistente de 99% ou mais, enquanto gue o processo em
batelada ndo o faz (Tabela 21). A Figura 6 fornece uma
comparagdo entre os produtos obtidos usandec-se antigo
método em batelada, no qual a cultura de células ¢é
cultivada usando~se um meio que é suplementado com G418 e
ndo suplementado com acido félico, serina e asparagina
(trilha 2), e os produtos purificadcs usando-se o processo
em perfusic (trilhas 3 a 9). As amostras de rhASB foram
desnaturadas em SDS com um agente redutor e submetidas 3
eletroforese através de PAGE a 4 - 20% em tampdo correndo
em SDS. 0s produtos purificados nc processo em batelada
claramente contém muito mals impurezas (especialmente
préximas ao tamanho de 48 KDa), do gque os produtos
parificados pelo processo em perfusdo. Na rhASB de processo
em batelada, aparecem quantidades detectdveis de formas
processadas (estimadas em 1 a 15%) (trilha 2). Os lotes de
processo em perfusdo sdo altamente compardveis agueles
outros e sdo significativamente menos complexos do que o
padrdo de rhASB purificado pelo processo em batelada,
indicando um grau de pureza mais elevado para o material de
processo em perfusdo.

A Tabela 23 fornece pureza percentual de precursora de
rhASB purificada wusando o método de purificacdo por

processo em perfusio.
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Tabela 23: Pureza do Produto Final

Lote Pureza por RP-HPLC

(% pico principal)

AC60109 UF # 4 99,8

AC60109 UF £ 10 99,6
AC60109 UF # 1 99,7

AC60109 UF # 18 99,9
AC60109A UF # 22 99,7
AC60109A UF # 25 99,8
ACG0109A UF 274 100
AC60109 99,8

Fabricacdo BMK

AC60202 UF # 4 ND
ACE0202 UF # 10 ND
AC60202 UF # 18 ND

AC60202 100

Fabricagéo BUMK
Média 99,8

ND = ndo determinado

A Tabela 24 fornece a pureza percentual de lotes de
precursora de rhASB purificada usando-se ¢ método de
purificacdo de processo em perfusdo, onde a pureza foi
avaliada por RP-HPLC e  SEC-HPLC (que permite a
quantificacdoc de impurezas de diferentes pesos moleculares,

tais como formas processadas ou multimeros).

Tabela 24: Pureza por RP-HPLC e SEC-HPLC

Lote l Pureza por RP-HPLC Pureza por SEC-HPLC

(% do pico principal) (% do pico principal)
AP60103 ‘ 99,8 99,38
AP60202 100 > 99
4760204 98,7 99,8
AP60206 100 99,8
AP60301 100 99,6
AP60302 100 99,6
AP60303 100 99,5
AP60304 100 ND'
Média 99,9 99,6

‘Ndo determinado
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Remogdo de protease no Processo em Perfusio

Na escala de batelada de 180 L, duas corridas
relativamente grandes de 24 L de DEAE-Sepharose séo
necessdrias por lote. O processo em perfusdo gera volumes
de coletado 10 vezes maiores, o0s guais impdem severos
tamanhos de cclunas de DEAE-Sevharose e volumes de tampdes
impraticédveis para purificagdo em grande escala pratica.
Portanto, a eliminagdo da etapa de DERE-Sepharose
particularmente inatingivel fol avaliada em um esforgo de
se delinear o novo trem de purificacdc em perfusio. Como
uma conseqiéncia, o trem de trés colunas (conforme descrito
na Tabela 16) supera esse obstaculo de produgédo em grande
escala.

A etapa de cromatografia em DEAE-Sepharose no processo
em batelada ({(descrita na Tabela 15) foil empregada
primariamente para remover proteina total (incluindo
protease) e o corante de indicador de pH, Vermelho de
fenol. A Gltima questdo é abordada no novo processo por
remocdo do Vermelho de Fenol da formulacio dos meios 302. A
remocdo de proteina total pela etapa de DEAE-Sepharose
resultou em mais elevada capacidade de Blue-Sepharose em pH
5,5. No processo novo, as condigbdes de Blue-Sepharose
necessitaram ser identificadas, que balancearam elevada
capacidade de rhASB, enquanto limitando a atividade de
protease. Tanto a capacidade dquantc a protedlise séo
intensificadas em baixo pH. Além disso, a eliminacgdo de
proteases deve ser demonstravel para melhorar a robustez da
etapa subsegliente de cromatografia em cobre, em que a
eliminacdo da protease, catepsina, tem sido problemdtica no
precesso em  batelada. Foram encontradas condigdes que
renderam os resultados desejados, por meio dos quais o
carregamento foi realizado em baixo pH, enquanto que as

condicGes de lavagem e de eluicdo ocorriam em pH mais
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elevado, condigdes que eliminam eficientemente a protease,
catepsina, com uma carga aceitdvel de 0,8 mg de rhASB / mL
de resina. A remoc¢do da atividade de protease (por exemple,
catepsina) é demonstrada nos cromatogramas da Figura 8.

A comparagdo de rhASB purificada a partir de corrida
de perfusdo, 102PD0055, usando ou o0 novo processo (sem
cromatografia DEAE FT) ou o antigo processo de purificagédo
em batelada (eluato PS (OP)), indica que o material do
processc antigo purificado (usando o método em batelada) a
partir da mesma corrida de reator, trilha de eluato PS
(OP), tem significativamente mais protedlise, conforme
demonstrado pelas bandas adicionais sobre gel tingido por
prata e detectadveis por anticorpos anti-ASB (ver a Figura
9). O novo processo & muito mals puro com relagdo aoc padrdo
em batelada. A protease catepsina é eliminada por
cromatografia em Blue-Sepharose. 0 material de reacgdo
cruzada de anti-catepsina é visto na fracdo de fita de
Blue-Sepharose usando o novo processo.

Os resultedos farmacocinéticos descritos abaixoe no
Exemplo 11 mostram que a preparagdo de rhASB mais pura
rasulta em uma meila-vida mais longa do que o padrio em
batelada prévio.

EXEMPLC 10

Efeitos Tenscativos sobre a Formagdo de Particula

Um protocolo  experimental  foli  realizado para
determinar o efeito de Polissorbato 80 sobre a geracgido de
particulas em frascos de rhASB feitos com o novo processo
de cultura de células em perfusic. Ensaios de contagem
visualis e de particulas foram empregades para determinar a
extensdo da geragdo de particulas. Além disso, a testagem
de atividade, a eletroforese em g¢gel de poliacrilamida
(PAGE), o imunotingimentoc e a cromatografia por exclusdo de

tamanho (SEC) foram realizados para confirmar a qualidade
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de produto na presenga de Polissorbato 80 e/ou agitagdo
relativa a controles ndo tratados. Frascos e rolhas usados
para o processo em batelada de rhASB (antigo, Wheaton 5miL,
2905-B24B/West S-127 (4401/45)) foram também comparados aos
frascos e 4&s rolhas propdstos a serem usados para O
material derivado de perfuséc (novo, Wheaton 5 mL, 2905-
B8BA/West S-127 (4432/50)).

Os frascos foram enchidos, depois da rhASB ter sido
passada através de um filtro de 0,2 pm, usando uma pipeta
descartavel de 10 mL. Dois frascos contendo rhASB foram
enchidos para cada teste. Ambos foram usados para o ensaio
visual, com um dedicado para contagem de particulas e o
outro guardado para o restante dos ensaios. Somente um
frasco de controle de tampdc / teste fol enchido. Poucas
particulas foram introduzidas devido ao ajuste, manuseic de
amostra, filtragdo e enchimento. A partir de andlise de
contagem visual e de particulas (resultados mostrados nas
tabelas 25A-C e 26A-C abaixo), nos dias 0, 1 e 14 dias, ndo
fol detectada formagdo de particulas significativas nos
frascos ndo agitados de droga formulada, com relacdo aos
controles contendo somente tampdo.

Depois de 18 horas de agitacdo & 4°C, um grande
aumento em particulas foi observadoc em ambas as
configuragdes de frascos com rhASB em formulagdc somente
com tampdo (fosfato de sédio 10 mM, cloreto de sédio 150
mM, pH 5,8), sem Polissorbatc. Flocos finos eram claramente
visiveis.

A contagem de particulas foi feita usando-se o
contador de particulas HIAC/ROYCO Modelo 9703. O contador
de particulas liquidas é capaz de dimensionar e contar
particulas variando desde 2,0 um a 150 um. Trés aliquotas,
de ndo menos do gue 5 mL cada uma, sdo colocadas no sensor

de obscuracdo de luz. As contagens de particulas médias
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desde as corridas 2 e 3 sdo relatadas como contagens de
particulas por mL. Com base em guantificagdo de HIAC-Royko
de particulas de 10 um de tamanho, 2.0689 e 1.190
particulas/mL foram contadas na antiga e na nova
configura¢do de frascos, respectivamente. Na presenga de
Polissorbato 80 & 0,001%, observou~-se uma contagem
marcadamente mais baixa com 21 e 49 particulas/mL. Em
Polissorbato 80 a 0,005%, ndo pdde ser detectada
essenclalmente diferenca entre frascos agitados e ndo
agitados.

Em antigos frascos / selos sem Polissorbato 80, houve
uma queda inesperada em contagens de particulas/mL de 2.069
para 268 desde os dias 1 a 14 dias depois da agitacdc. O
ensaio visual indicou flocos mailores nos mesmos frascos de
14 dias, nos quals contagens mais baixas foram encontradas;
é possivel que particulas maiores interferiram com o ensaio
de HIAC-Royko, ou que a antiga configuragdo de frasco
contribui para aumentar a formacdo de particulas com
eventual coalescéncia e agregacgdo para formar particulas
maiores, embora em mencr numero.

Testagem adicional fol feita para confirmar a
integridade da proteina apdés a agitacdo. A atividade
especifica n&o se modificou. A cromatografia por excluséo
de tamanho, um método que pode detectar mudancas na
agregacdo de proteinas, a qual poderia ser influerciada por
agitacdo mecdnica, mostrou um aumento nas espécies de mailor
peso molecular. A fim de detectar produtos de decomposicéo,
géls de SDS-PAGE de rhASB foram ou tingidos com prata ou
transferidos sobre nitrocelulose e tingidos com anticorpo
anti-rhASB, Nenhuma banda adicicnal foi detectada em

qualquer das amostras.
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Tabela 25 A. Ensaio Visual. Dia 0.

1G2PD008Y-01 Tamp&o
Frasco [Polissorbato 80) Sem agitacéo Sem agitacédo
(%)
Antigo 0 (-} (-} (=)
Antigo 0,005 (-} (-] (-}
Antigo 0,001 (=) () {~)
Nove 0 (=) (-] (=)
Novo 0,005 () (-) (=)
Novo 0,001 (=) (-} (-)
Tabela 25 B, Ensaioc Visual. Dia 1.
102PD0089-01 Tampé&o
Frasco [Polissorbato Agitagdo Sem agitagdoc | Agitag Sem
80] do agita
(%) Gao
Antigo 0 (++) (++) (-) (=) (- (=)
Antigo 0,005 (=) (=) (-) =) () {~)
Antigo 0, 001 (+7-) =) ) (=] (=) )
Novo 0 (++} (++) (+/-) (-} (=) (-]
Novo 0,005 (=) (=) (=) (=) (- (=) |
Novo 3,001 C2 N S N B E R R (ﬂ
Tabela 25 C, Ensaio Visual. Dia 14.
102PD00ES-01 Tampéo
Frasco [Polissorbato 80] Agitacdo Sem Agitacéo Sem
(%) agitagéo agitago
Antigo 0 {+++) {++4) (=) (-) (-) (-)
Antligo 0,005 {-) (- (=) {-) (=) (-)
Antige 0,001 (+/-) (+} (-] (-} (-} ()
Novo 0 (+1) (Ht) | {+/-) | (=) (- (=)
Novo 0,005 (=) (=) (-) (=) (- (-
Novo 0,001 {(+/-} (=} (+/-) | (=) (-) (=)
Ensaio visual:
Nenhuma precipitagéo visivel: -
Linha limitrofe, incerteza sobre a precipitacio: +/-
Pequena guantidade de precipitado finoc: +
Precipitagdo significativa, nebuloso: +4
Muito nebulose, flocos grandss de precipitade: +ht
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Tabela 26 A, Analise de Particulados, HIAC-Royvko

(particulas/mL) . Dia 0.

102PDJ089-C1 Tampdo
Frasco [Polissorbato Sem agitacédo Sem agitagéoe
80]
(%)
10 um 25 um 10 pm 25 um
Antigo 0 4,5 0,5 2,5 0,0
Antigo 0,005 2,0 0,5 1,5 0,0
Antigo 0,001 4,5 1,5 2,5 1,0
Novo 0 6,5 2,5 6,0 | 40
Novo 0,005 1,5 0,5 3,0 1,0
Novo 0,001 19,5 5,0 2,0 0,0

Tabela 26 B. Analise de Particulados, HIAC-Royko

(particulas/mL). Dia 1.

102PD0089-01 Tampao
Frasc | [Polissorb Agitagdo Sem agitagdo | Agitacdo Sem
0 ato 80] agitacdo
(%)
10 um 25 um | 10 um 25 10 25 10 25
pm Hobopmo | pm e
Antig 0 2.069,0 74,5 3,0 0,5 0,5 10,5 2,5 2,0
0
Bntig 0,005 3,5 0,0 2,0 0,5 3,5 (2,5] 1,0 | 0,5
0 :
Antig 0,001 21,5 2,5 2,0 0[5 (Lol 1,5 15
o
Nevo 0 1.190,0 [ 34,5 s,0 | 0,5 ] 0,0 [0,5] 2,5 ] 3,5
Novo 0,005 19,0 0,0 4,5 0,0 2,5 +0,0) 17,0 ] 0,0
Nove 0,001 49,0 0,5 9,0 2,5 9,5 |0,5] 6,0 1,0
Tabela 26 C. Analise de Particulados, HIAC-Royko
(particulas/mL). Dia 14.
102PDO0E9-01 Tampédo
Frasco ! [Polissoxrbato Agitagao Sem agilagdo Agitacéo Sem
801] agitacgdo
(%)
10 um 25um | 10 pm | 25pm | 10um | 25pm | 10pm | 25um
Antigo 0 268,0 | 18,0 | 0,5 0,6 | 4,5 ] 2,0 | 0,0 ] 0,5
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Antige 0,005 2.0 2,5 1,0 1,0 2,5 0,5 6,8 | 3.0
Antigo 0,00 72,0 6,5 7,0 3,0 7,0 1,0 1,0 2,0
Novo 0 1,335,011 29,0 2,0 0,0 1.5 0,0 1,51 0,5
Novo 0,005 7,0 0,5 16,0 0,0 |13,5| 0,0 [13,0( 2,0
Novo 0,001 38,0 1,5 5,5 0,5 (16,0 0,5 8,0 | 0,0

Os resultados indicaram que ¢ procedimento de
enchimento manual gera muito poucas particulas
independentemente da  formulag¢do. Depois de agitagdo
constante e vigorosa & 180 rpm, particulas foram claramente
visivelis em frascos contendo rhASB formulada sem
Polissorbato 80.

A presenca de Polissorbato 80 foi altamente eficaz
inibir a formacdo de particulas mecanicamente induzida. A
protecdo fol dramatica, com contagens de particulas
mantidas baixas em relacdo aos niveis de essencialmente de
antecedentes em frascos agitados com 0,001% e 0,005% de
Pclissorbato 80. A concentracdo de 0,005% de Pclissorbato
80 mostra leve melhoria na redugdo de <contagens de
particulas com relagdo a concentracdo de 0,001% de
Polissorbato 80.

Ndo se observou que a agltagdo ou a formulacdo
causaram qualquer instabilidade de produto conforme
avaliadas por atividade, concentracdc de proteina, pureza
ou agregacdo percentual.

EXEMPLO 11
Estudo Clinico em Humanos

Um teste clinico de duplo cego, aleatorizade, de fase
14, de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase humana recombinante
(rhASB) em pacientes com mucopolissacaridose VI (MPS VI),
Sindrome de Maroteaux-Lamy, foi conduzida usando-se produto
de droga produzido de acordo com o processo em bhatelada
descrito aqui. A rhASB fol formulada em uma concentracgdo de

1 mg/mL, pH 5,8, fosfato de sdédio moncbésico.l Hy0, 9 mY,
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fosfato de sbédio dibédsico.7 Hy0, 1 mM, cloreto de sédic 150
mM. Quando administrada a pacientes, a rhASB fol preparada
por diluigdo da quantidade apropriada de solugdo de droga
em uma bolsa intravenosa (i.v.) com salina normal, a
temperatura ambiente. Tocdos o©s pacientes foram pré-
medicados com um anti-histaminico antes da infusdo, para
reduzir o potencial de rea¢des associadas a infusédo.

Os objetiVos desse estudo eram avaliar a sequranca,
eficidcia e perfil farmacocinético de duas doses de rhASB
como ERT, em pacientes com MPSVI. Os pacientes foram
aleatorizados de uma maneira de duplo cego com relacdo a um
dos dois grupos de dose, 0,2 a 1,0 mg/Kg. Deu-se a droga
uma vez por semana como uma infusdc de quatro horas. As
medidas de seguranga incluiram painel gquimico completo,
urindlise, contagem sangliinea completa (CBC) com
diferencial, e rastreamento de AEs. A resposta imune e as
reagbes associadas & infusdo, ativagdo de complemento e
formagdo de anticorpes sé&o avaliadas para todos os
pacientes. Os pardmetros de eficdcla incluiram a tolerdncia
ao exercicio / resisténcia fisica (teste de caminhada de 6
minutos), capacidade respiratéria {teste de funcéo
pulmonar), amplitude de movimento de juntas (JROM), estado
funcional (Questiondric de Avaliagdc de Saude Infantil
[CHAQ]), niveis de GAG’'s urindriocs e mudancas de
hepatomegalia, acuidade visual, fun¢do cardiaca e apnéia do
sono.

As avaliagdes foram conduzidas durante as infusdes nas
semanas 1, 2, 12, 24 e periodicamente depois disso para
medir os niveis de antigeno (enzima) durante e depols da
infusdo. As avaliagles farmacocinéticas foram também
conduzidas nas semanas 83, 84 e 96 da extensdo de rétulo
aberto do estudo, quando os pacientes foram trocados,

comecando na semana 84 com relagdo a rhASB purificada pelo
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novo processo em perfusdo em uma formulagdo com
Polissorbato 80 a 0,005%.

Um total de sete pacientes foram arrclados, e incluiu-
se paclentes com uma gama de caracteristicas consistentes
com a doenca avangando rapidamente ou moderadamente. Um
paciente saiu do estudo na semana 3 por razdes pessoais e
foi substituldo. Uma andlise de intervalo pré-especificado
foi conduzida sequindo o término de 24 semanas de
tratamento para os seus pacientes restantes. Os dados a
partir da andlise de intervalc de 24 semanas mostraram que
a rhASB foi bem tolerada e que a dose de 1,0 mg/Kg pareceu
produzir maior beneficio clinico e ter um perfil de
sequranca comparavel aquele da dose de 0,2 mg/Kg.

Aos pacientes no grupo de dose baixa ofereceu-se
tratamento continuade no nivel de dose de 1,0 mg/Kg. Dois
pacientes iniciaram a terapia no nivel de dose mais elevado
em intervalos depois da semana 48 (semanas 59 e 69). Os
paclentes tratados até a semana 96 receberam a maioria das
infusdes de rhASB planejadas. Nenhum paciente perdeu mais
do que duas infusdes totais durante esse periodo.

Avaliagbes de seguranga realizadas durante as 24
semanas iniciais, das 48 semanas de tratamento, mostraram
que o tratamento semanal com rhASB, em 0,2 ou 1,0 mg/Kg foi
bem tolerada, sem diferengas significativas entre os dois
grupcs de dose. O tratamento de prazo mais longo (até a
gsemana 96) em 1,0 mg/Kg semanalmente, também foi bem
tolerado.

Desenvolvimento e Niveis Complementares de Anticorpos Anti-

rhASB

Todos os seis pacientes, na droga de estudo, na semana
30, desenvolveram anticorpos com relacdo a rhASB. Os niveis
em quatro dos seis pacientes permaneceram relativamente

baixos e declinaram a partir dos nivels de pico na semana
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60. Dos doilis pacientes que desenvolveram nivels mais
elevados de anticorpos do que os outros quatro pacientes,
0s nivels de anticorpos de um paciente declinaram do nivel
de pico na semana 24, e os niveis do outro paciente cairam
rapidamente do nivel de pico na semana 60. Nenhuma mudanga
consistente nos niveis complementares de CH50, C3 ou C4
foram observadas durante as 96 semanas de tratamento.
Varios pacientes tiveram declinios intermitentes mnodestos
ncs nivels de CH50; entretanto, nenhuma evidéncia de
consumo complementar ou correlagdo entre esses baixos
niveis e sintomas associados com a infusdo foil observada. A
Figura 10 mostra os nivels de anticorpos durante as &6
semanas de tratamento.

Glicosaminoglicanos Urinédrios

O nivel de GAG’s urindrios é um marcador bioguimico do
grau de armazenamento lisossomial em irndividuos afetados
com MPS. Na semana 24, os GAG’S urinarios foram reduzidos
em uma média de 70% no grupo de dose elevada versus 55% no
grupc de dose baixa. A porcentagem de DS, o produto de
armazenamento primdrio de MPS VI, fol similarmente
diminuida em 44% e 18%, respectivamente. O exame do
decorrer do tempo da mudanca de excregdo urinaria de GAG's,
como uma funcdo de semanas de tratamentc, mostrou uma gueda
mais pronunciada de GAG’s urinédrios totais na semana 6, no
grupo de dose elevada. Esses dados confirmam que a dose
mais elevada produziu uma mudanga mailor tante em GAG's
quanto em DS urindrios. Os GAG’s urindrios continuaram a
declinar até a semana 96 para o0s pacientes em ambos 0s
grupos de tratamento, que permaneceram nc estudo. A Figura
11 mostra a reducdc de niveis de GAG's urindrios totais
durante as 96 semanas, e a Figura 12 mostra uma comparacio
de niveis na semana 96 com relacdo aos niveils ncrmais

apropriados a idade. Observe-se que os dols pacientes no
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grupo de dose de 0,2 mg/Kg, que permaneceram no estudo
pacientes 41 e 45, passaram para o grupo de dose de 1,0
mg/Kg, nas semanas 69 e 59, respectivamente. Na semana 96,
esses dols pacientes tiveram reducgbes em GAG's a partir da
selegdo de 85% e 63%. Essas foram similares as redugdes
vistas em pacientes em 1,0 mg/Kg até o total de 96 semanas.
Os pacientes 42, 43 e 44 tiveram redugdes de 64%, 77% e 86%
a partir da selegdo, respectivamente. Em ambos os grupos,
08 paclentes que tiveram niveis de GAG's de linha de base
mais elevados tiveram reducdes percentuais mais elevadas do
gue os pacientes com niveis de GAG’s que estivesssm mais
proximos a faixa normal (< 5 vezes o limite superior de
normal, isto é, média mais 2 SD).

Resisténcia Fisica

O teste de caminhada de 6 minutos serviu como a medida
clinica primdria de resisténcia fisica. Os dois pacientes
incapazes de ceaminhar > 100 m na linha de base, que firam
aleatorizados para receber 1,0 mg/Kg de droga de estudo
(#43 e #44), tiveram g¢grandes melhoras na disténcia total
caminhada na semana 24. Todos ©s pacientes, exceto o 144,
gque desenvolveu compressdo de corddo em C1-C2, mostraram
melhorias em suas distancias caminhadas nas semanas 48 e
96. A Figura 13 mostra a melhoria de resultados do teste de
caminhada de 6 minutos durante as 96 semanas de tratamento.

Medidas de Eficédcia Adicilonais

Melnoras modestas em inUmeros outros pardmetros de
eficdcia foram vistas durante as 96 semanas de tratamento
com a droga de estudo. ROM de ombro, particularmente para
flexdo, melhorou em cinco dos seis pacientes de estudo na
avaliagdo da semana 24. Trés dos quatro pacientes (#41, 43
e 45), com avaliagdes na semana 96, continuaram a mostrar
aumentos de flex3o de ombro. Leves melhoras também foram

vistas nas medidas de fungdo respiratéria, capacidade vital
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forcada (FVC) e volume expiratério forcade duranté um
segundo (FEV1), em trés de guatro pacientes, na semara 96,
A acuidade visuval, medida em quatro de seis pacientes
arrolados, melhorcu em uma ou mails linhas em trés desses
quatro pacientes, embora um paciente tivesse mudancas de
prescrigdo de  suas lentes durante esse  periodo.
Hepatomegalia, medida por varredura de CT, embora ndo seja
uma caracteristica proeminente dessa doenca, também
declinou modestamente, particularmente naqueles pacientes
com figados maiores na linha de base.

Pouca mudanca foil vista nos demais pardmetros de
eficdcia, incluindo fungdo cardiaca por ECG, forca de
pegada e beliscdo, questionario de CHAQ, altura e peso,
densidade mineral o6ssea e estudos do sono. Nenhuma
deterioracdo significativa foi observada em qualquer desses
pardmetros durante as 96 semanas.

Farmacocinética

Avaliacdes farmacocinéticas foram conduzidas durante
as semanas 1, 2, 12 e 24 do estudo de duplo-cego e durante
as semanas 83, 84 e 96 da extensdo de rbétulo aberto.
Comecando com a semana 84, os pacientes comegaram a receber
rhASB fabricada pelo processo em perfusdo descrito no
Exemplo 9.

Amostras de sangue foram coletadas durante a infuséo
em 0, 15, 30, 60, 90 e 18Cminutos, no final da infusdo em
240 minutos, e apds a infusdo em 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90,
120 e 240 minutos. Pardmetros farmacocinéticos com relacdo
a rhASB foram calculados  usando-se  métodcs néo
compartimentais. As Areas abaixoc da curva de concentracgdo
plasmdtica X tempc no infinito em primeiro momento foram
calculadas usando-se o método trapezoidal linear paraz o
ultimo ponto de tempo com uma concentracdo acima do limite

qualificado de quantificacgéo.
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Aos pacientes a quem se administrou 0,2 mg/Kg/semana,
os valores médios para AUCyp.. foram relativamente

consistentes a partir da semana 1 até a semana 24 (10,009 £

I+

5,107 na semana 1, 11,232 + 3,914 na semana 2, 13,812
9,230 na semana 12 e 13,812 + 9,230 na semana 24). Para ¢
grupo de 1,0 mg/Kg/semana, os valores médios para AUC foram
de 94,476 + 13,785 na semana 1, 180,909 + 46,377 na semana
2, 157,890 t 45,386 na semana 12 e 251,907 £ 201,747 na
semana 24. Para esse grupo de 1,0 mg/Kg/semana, o aumento
dos valores para AUCip € AUCy, e o grande desvio padrdo foi
devido a um unico paciente, cujas ACU’s foram cerca de 2
vezes maiores do que as dos outros dois pacientes no grupo.

A comparacdo dos valores médios para AUC:.; entre os
grupos de 0,2 e 1,0 mg/Kg/semana mostrou um aumento em
grande excesso do aumento de 5 vezes na dose, indicando gque
a farmacocinética da rhASB ndo é linear sobre essa faixa de
dose.

Os pardmetros farmacocinéticos nas semanas 83, 84 e 96

sdo mostrados na Tabela 27, abaixo.

Tabela 27
Pardmetro Semana 83 Semana 84 Semana 96
Cmax (ng/mL) 1,143 £ 284 1,367 £ 262 1,341 £ 523
Tmax (min) 180 120 121
AUC,.q 172,423 £ 49,495 213,713 £ 45,794 200,116 + 76,506
(min.ng/mL)}
AUC., 173,570 + 49,969 | 215,383 £ 47,018 | 201,157 £ 77,248
(min.ng/mL)
CL {mL/min/Kg) 6,23 £ 2,10 4,81 £ 0,99 5,54 £ 2,09
vz (mL/Kg) 67,6 + 22,0 122 £ 60,2 123 £ 17,4
Vss (mL/Kg) 266 + 52,3 236 £ 21,1 233 t 27,6
ty (min), meia- 8,49 1 4,68 19,0 & 13,2 17,3 £ 8,26
vida
MRT (min) 44,4 t 7,61 50,0 ¢ 12,9 46,1 + 16,1

A média aritmética e ¢ desvio padrdo s3o relatados, suceto pata Tmax, que & a mediana. Valores de

pacientes individuais foram relatados, se n < 3,

Os parametros para a semana 83 eram comparaveis

aqueles obtidos a partir das semanas 2 até 24 (excluindo-se
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um paciente com elevadas AUC’s), indicando consisténcia na
farmacocinética de <rhASB depois de exposicdo semanal
durante aproximadamente 18 meses. A partir da semana 83 a
semana 84, os valores médios de AUC tenderam para cima em
aproximadamente 25%, enquanto que a eliminagdo corporal
total tendeu para baixo em aproximadamente 25%. A partir da
gemana 83 a semana 84, a meia-vida diminuiu desde cerca de
8,5 minutos a 17 - 19 minutos. 0s pardmetros a partir da
semana 96 eram comparadveis aqueles a partir da semana B84.
Embora esses dados farmacocinéticos sejam provenientes de
um pegueno numero de pacientes e de que houve substancial
sobreposicdo de valores individuais, esses resultados
indicaram que a preparagdo de rhASB de elevada pureza,
obtida a partir do processo modificado descrito no Exemplo
9, teve uma meia-vida mais longa do que a preparagdo de
rhASB original.
EXEMPLO 12
Estudo Clinico em Humanos

Um teste clinico de rétulo aberto de fase 2 de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase humana recombinante (rhASB)
em pacientes com mucopolissacaridose VI (MPS VI), Sindrome
de Maroteaux-Lamy, fol conduzido usando-se o produto de
droga produzido de acordo com o novo processo em perfusdo
descrito no Exemple 9, A rhASB foi formulada em uma
concentracdo de 1 mg/mL, pH 5,8, <fosfato de sédioc
monchbasico.l H:0, 9 mM, fosfato de sdédio dibdsico.7 Hy0, 1
mM, cloreto de sédio 150 mM, Polissorbato 80 & 0,005%.

0 objetivo desse estudo foi avaliar a seguranca, a
eficdcia e a farmacocinética de 1,0 mg/Kg de rhASB, dado
come uma infusfo 1.v. semanalmente. Os critérios de
inclusdc foram modificados para esse estudo para incluir um
conjunto relativamente uniforme de pacientes com

resisténcia fisica prejudicada. Os pacientes tiveram que
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ser capazes de caminhar pelo menos 1 m, mas, ndoc mais do
gque 250 m, nos primeiros 6 minutos de um teste de caminhada
de 12 minutos, na linha de base. 0s outros critérios de
inclusdo e de exclusdo foram similares aqueles do Estudo de
Fases 1 e 2, no qual os pacientes tiveram que ter pelo
menos cinco anos de idade e ter um diagrndstico bioquimico
ou genético documentado. Além do teste de caminhada,
indmeros casos terminais, ndo previamente estudados em
pacientes com MPS, foram incluidos nesse estudo.

Medidas de  seguranca incluiram avaliacgBes de
laboratéric clinicas, urindlise, CBC com diferencial, ECG e
rastreamento de AE’s. Reagbes asscciladas com a infusdo,
assim como consumc complementar e formacdo de anticorpos
estdo sendo avaliadas para todos os pacientes. Os
pardmetros de eficécia incluiram medidas de resisténcia
fisica e de mobilidade, incluindc um teste de caminhada de
12 minutos; © teste de Levante e Va Temporizado Expandido,
0 teste de subida de escadas de 3 minutos e atividade
fisica. Efeitos subjetivos, tais comc dor em junta e
rigidez em junta, foram avaliados com um questionédrio, e
outras medidas na escala Desenvolvimental de Denver, tais
come o tempoe para se amarrar 0S8 sapatos, para se tocar o
topo da cabega, para se colocar um suéter e para se pegar
moedas e coloca-las em um copo também foram avaliados.
Medidas adicionais de eficécia incluiram medicées de
acuidade wvisual, estudos de densidade odssea, avaliacdo de
pegada e beliscdo, ROM de ombro, estado funcional, fungdo
pulmonar, excregio de GAG's urlndrios, exames visuais,
funcdc cardiaca e saturacio de oxigénio durante o sono.
Avaliacbes de farmacocinética foram conduzidas durante
infusbes nas semanas 1, 2, 12 e 24, para medir os niveils de
antigeno (enzima) durante e depois da 1infusdo, Dez

pacientes foram arrolados - cinco ncs Estados Unidos e
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cinco na Australia. Todos os pacientes completaram a semana
24 de tratamento. Nic houve mortes ou interrupc¢des. Todos
0s pacientes receberam todas as 24 infusdes da droga de
estudo; portanto, todos os pacientes foram incluidos nas
andlises de segquranca e de eficéacia.

Como no estudo de Fases 1 e 2, houve ampla
heterogeneidade de severidade da doenca entre os pacientes
de MPS VI arrolades no Estudo de Fase 2. Varios pacientes
também tiveram caracteristicas neurolédgicas da doenga,
incluinde comunicagdo de hidrocefalia, instabilidade da
espinha cervical e doenga de disco espinhal.

Avaliacées de Laboratério Clinicas

Nenhuma anormzlidade de laboratério clinicamente
significativa fol observada nesses pacilentes durante o

periodo de 24 meses.

Estudos de Complemento e de Anticorpos anti-rhASB

Oito dos 10 pacientes desenvolveram anticorpos com
relacdo & rhASB na semana 24. Dos trés pacientes que
desenvolveram niveis mais elevados de anticorpos do que os
outros pacientes, os niveis de anticorpos de dois pacientes
continuaram a se elevar depois de 24 semanas, mas,
pareceram ter se estabilizado na semana 48. Desses, dois
pacientes eram o gendtipo “nulo” ou tinham uma mutacdo no
sitio antigénico principal assumido para ASB. A redugdo em
GAG’s urindrios fol menor para esses dols pacientes, em
comparacdo aos outros, A Figura 14 mostra niveis de
anticorpos durante 48 semanas de tratamento.

Na semana 24, um paciente diminuiu os valores de Cd e
CE50, tanto antes quanto apdés a semana 12 de infusdo, que
foram considerados como sendo clinicamente significativos
pelo investigador. C4 e CH50 estavam ligeiramente abaixo do
limite inferior de normal antes da infusdo, e mostraram uma

maior diminuicdo seguindo a infusdo. Embora esses
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resultados sugerissem a  possibilidade de COnsUMo
complementar, nenhum sinal c¢linico ou sintoma consistente
com tal consumo foi observado. Nic foram observadas
anormalidades clinicamente significativas em niveis de
complemento em qualguer dos outros pacientes no estudo.

Glicosaminoglicanos Urindrios

A reducdo média nos niveis de GAG’s urindrios foi
rédpida, alcangando um nadir na semana 6, e permanecendo
relativamente constantes da semana 6 até a semana 24. Na
semana 24, 0s GAG's urinarios foram reduzidos em uma média
de 71%, e, na semana 48, o0os GAG's urindrios foram reduzidos
em uma média de 76%. Todos os dez pacientes mostraram uma
diminuicdo nos niveis de GAG’s urindrios que se aproximaram
da faizxa normal, depois de 24 semanas de tratamento. Esses
dados sdo consistentes com os resultados vistos para os
sete pacilentes no estudo das Fases 1 e 2., A Figura 15
mostra a redugdo nos niveis de GAG’s urinarios totais
durante as 48 semanas, e a Figura 16 mostra uma comparacio
dos niveis na semana 48 com relacdc aos niveis normais
apropriados a idade.

Medidas de Resisténcla Fisica

A distancia caminhada foi avaliada em um teste de
caminhada de 12 minutos para todos os pacientes na linha de
base e a cada seils semanas depois disso. A distédncia foi
registrada como a média de duas medidas separadas em cada
avaliagdo e foi determinada tanto aos 6 minutos quanto aos
12 minutos. '

Na linha de base, as distédncias médias caminhadas em 6
e 12 minutos foram de 152,4 (z 75,0) e 264,0 (£ 161,7)
metros, respectivamente. Na semana 24, a distédncia média
caminhada em 6 minutos tinha melhorado em 57,3 {t 59,0)
metros (62% por paciente), enquanto que a distédncia média

caminhada em 12 minutos tinha melhorado em uma média de 155
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metros (98% por paciente). Todos os pacientes melhorarar a
sua distdncia caminhada em 12 minutos, e todos, exceto um,
pacientes melhoraram nos primeiros 6 minutos da caminhada.
Na semana 48, a melhoria média no teste de caminhada de 12
minutos fol de 212 metros (138% por paciente). A Figura 17
mostra a melhora nos resultados de teste de caminhada de 12
minutos, durante as 48 semanas.

0 teste de subida de escada de 3 minutos fol a segunda
medicdo de resisténcia fisica testada. Na linha de base, 0s
pacientes podiam subir uma média de 50,3 (* 29,5) degraus.
Em 24 semanas, © ntmero médio de degraus subidos tinha
aumentado para 98,1 (+ 62,5) degraus, uma melhora de 48
degraus ou de 110% por paciente (+ 116%). Em 48 semanas, o
nimero médio de degraus subidos tinha aumentado em 61
degraus para um total de 111 degraus, uma melhoria de 147%
por paciente, A Figura 18 mostra a melhoria nos resultados
de subida de escadas de 3 minutos, durante as 48 semanas.
Os pacientes variaram gréndemente em termos do nimero de
degraus subidos, e o desempenho na linha de base néo
necessariamente se correlaciona com o grau de melhoria na
semana 24.

Medi¢des de Eficacia Adicionais

Inimeros parédmetros de eficdcia adicionais foram
avaliados durante as primeiras 24 semanas desse estudo. O
Teste de Levantar e Ir Temporizado Estendido fol usado como
uma medida da capacidade funcional geral. Globalmente, ndo
houve reducdo significativa no tempo total necessario para
esse teste entre a linha de base na semana 24, mas, houve
uma modesta melhoria na semana 48. A Figura 19 mostra
resultados do Teste de Levantar e Ir Temporizado Estendido
durante as 48 semanas de tratamento.

0 Tempo de Expirac¢dc Forgada (FET), EVC e FEVlL foram

realizados para avaliar a funcado pulmonar. A Tabela 28
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abaixo exibe o0s valores de fungidc pulmonar na lirha de
base, na semana 24 e na semana 48 e também mostra melhoria
de altura e de organomegalia na semana 48. Nenhuma mudancga
significativa nesses pardmetros fol vista durante o periodo
de 24 semanas. Na semana 48, 5/10 pacientes meslhoraram em
FVC e FEVy, dos quais 3 dos 5 mostraram melhoria apesar de
que menos de 2% mudaram de tamanho. Na semana 48, também
houve uma melhora média de 43% no Tempo de Expiracgéo

Forgada (> 1 segundo).



fF PUBWSS PU

@F PUBLSS WU 2 =Seq 2P PUUTT Pu Terndion osad o eaed Spept ¢ oprasnle 23TWTT OPp %66 8P TUIDE COLRDHTII °P SoUNTOA+

STUWIOU Hullul| SOp GXjusp & ‘2seq sp equrt eu Texcdion asad o eawd apepr g opeasnle 23TwTT Op %66 2P BUTOe opeBTI Op SOWINTOA.

M GF T §°9¥T 2FPQ PP PUKIT BU O5Pg op OTPFW OUYUEWERTL
JUT BTT ¥ 9°T89 ASPq ap BYUTT °u OpR6II Op ©FRIW OJURwWe,
SOAT3IEOTITUBTS @JUBWRHTHTIO sSojusume uelussoadox and JAd 3P £2I0TEn WeDTPUT ojtiabau wa $210[8A sQ,

£0'9 - £€6°'9 *ST — g’z - 0°1) £°T €870 FL 0 EB’'D L'vet at vo€

8t "6 - €E'GY - o a's - {€’1) T’% IE‘D LZ2°Q 91’0 9'¥8 8 £0€E
66 6T — Z6°'1T - €T - 1 £°s + i8‘r) B’% £8°0 S8°C T80 L66 9 zog |
2612 — L9’6T £ + €92 + io’v) &'t ST 5E T 0% T LYT2T 5 TOE
60 "TE — BG ‘o1 - *De - 5751 - ir*g) §°'2 L2 6€°0 LE'D FZ0T zz 00€E
TL'e - ¥L'D — S'F - €1 - ir'p) e‘g 05’0 SER 25’0 LB L 707
2T '0Z - SF'ST - C’ZT - 9’ — _i8°'T) 6T 8’0 LZ'0 820D LOT ST £02
6979y - 8Lz - £°6 - L'a - iT>) 8570 26°0 an SL’'D 0zt LT 20z
LT7DE - 28’'g - vyl - £ec - (1°c) c9’e 09’0 _¥5‘Q Z5 0 Z'E6 3 102
06T — 88 ‘s - *Z’ST - o (1>) €c’n- 8% ‘0 PE'0 LEF'D z'96 8T coz
8y euewsg <87 8y euemsg 8% (sox3TT) (=3

odeg eUemues opebty BURTDS (%) [u=] oNdT 2IN]TE
eATIETSY ooeg BATIRTSY opebta eanyIe 9p | 8y wuswes | g wURUSS Sp as=q ep oseq

v T 7% vE eIURPTIN DA oAl P EYUTl ®p ByuTy epepI SIUSTHES

erTebSomoueba) ¥ OJUSNWIDSSID SNSIBDA JeuowTngd orRI>ung
82 TTI=deL

B0TL/S0T

oT



L L P eATIE TERISIET 0BIDIOH
14 a 0g BATI® OESUIIHH
S 6 Gg BATIE OU¥XOTA
(f = W) 06 >
I5eq 8P BYUTT ©P OUXK3ITI W02 S81U=1DRg
(o) & 59 eaTssed [wisieT ORIRIOY
G L 55 eallr TRISINT opdeloyg
(a) & o CATESEO ORSUSRRE
S 5 25 BAT]E OBESUSAXY
(T} 3 aTT GATESRd OgReld
€ 9 carT BATOAR OEXR=TH
(gL = U ) sajualoed $0 SCpolL
[oedungy =p sheab)
By ruvwes § eduepigy pe euewas § BOURPLK aseg ep eyquiT oIgquy Op O3 USWTAORN

oIYUWD SP OJUSWTACKH op IpniTrduy

6 TI=4wdL

80T/%01

o)



10

15

20

25

30

107/108

ROM de ombro (flex8oc, extensdo, rotacdo) foi avaliada
tanto ativamente quanto passivamente. Globalmente para o
grupo, viu-se um modesto aumento percentual em ROM tanto
ativo gquanto passivo; no entanto, alguns pacientes
mostraram uma diminuigdo em algumas medi¢des em 24 semanas.
Em 48 semanas, houve uma grande variabilidade nos
resultados devidoe & vArios agentes externcs; contudo,
continuou a ser vista melhoria em ROM de ombro,
particularmente em pacientes gue tinham menos do que 50
graus de flex8o na linha de base. A Tabela 29 acima exibe
0s graus de amplitude de movimento de ombro na linha de
base, na semana 24 a na semana 48.

Dor e rigidez  foram avaliadas usando-se um
questicndrio. Enquanto que dois pacientes ndo tiveram
mudanga na classificacdo de dor, sete pacientes mostraram
melhoria na dor na semana 24 (um paciente ndo teve
avaliacdo de 1linha de base). Todos o©0s nove pacientes
avaliados mostraram melhoria na rigidez na semana 24. Dor e
rigidez, avaliadas usando-se o questionario, continuaram a
melhorar até a semana 48. Os resultados do guestionaric de
dor de junta e do questiondrio de rigidez durante as 48
semanas de tratamento s&o mostrados nas Figuras 20 e 21,
respectivamente.

Melhoras significativas na forga de pegada foram
vistas através de todo o grupo de pacientes. Sete pacientes
tiveram melhorias na forga de pegada para uma ou ambas as
mdos. Pouca mudanga fol vista no teste de beliscio durante
o periodo de 24 semanas. Houve pouca mudanga significativa
nas outras avaliagbes de qualidade de vida, exceto aquela
na semana 48, houve uma modesta melhora em Destreza e
Sensacdo (conforme medidas pelo teste de catagdo de

moedas) .
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Niveis de atividade foram medidos wusando-sé o
dispositivo ligado por cinto ActiTrac®., Nenhuma mudanca
significativa no nivel de atividade foi observada.

Ndo se observou qualquer mudanga significativa nas
avaliacgdes de funglo cardiaca (ECG’s) ou em altura de pé ou
em comprimento de supino. Estudos de sono, realizados em um
subconjunto de pacientes, ndo mostrou mudancas clinicamente
significativas.

Embora a invencdo tenha sido descrita com
referéncia as concretizagdes presentemente preferidas, deve
ser entendido que varias modificacdes podem ser feitas sem
se desviar do espirito da invengdo. Conseqlientemente, a

invencdo & limitada scmente pelas reivindicacgdes apensas.
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REIVINDICACOES

1. Composicdo compreendendo precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase humana, caracterizada pelo
fato de que a composicgdo compreende:

i) precursora de N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase humana produzida por um processo de perfusdo e
que tem uma pureza pelo menos igual ou maior do que 99%,
com base na proteina total, em que a pureza ¢é medida
usando-se o método de HPLC de fase reversa (RP-HPLC), e em
que a composicgdo é livre de bandas detectaveis de cerca de
47-48 kDa em eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE) com coloracdo de Coomassie e;

ii) solucdo de cloreto de sédio e um detergente
ndo idnico.

2. Composicdo, de acordo com a reivindicacédo 1,
caracterizada pelo fato de «que a precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase humana é uma precursora de
N-acetilgalactosamina-4-sulfatase humana recombinante.

3. Composicdo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou
2, caracterizada pelo fato de que a dita precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase humana tem uma pureza pelo
menos 1igual ou maior do que 99,2%, com base na proteina
total, em que a pureza é medida usando-se o método de HPLC
de fase reversa (RP-HPLC), ou em que a pureza é igual ou
maior do que 99,5%, ou em que a pureza é igual ou maior do
que 99, 9%.

4. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou
2, caracterizada pelo fato de a precursora de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase humana estar glicosilada.

5. Composicdo, de acordo com gqualquer uma das
reivindicacdes 1, 2, 3 ou 4, caracterizada pelo fato de que
a precursora de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase humana

tem uma pureza pelo menos igual ou maior do que 99%, com
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base na proteina total, em que a pureza é medida usando-se
o método de HPLC de cromatografia de exclusdo por tamanho
(SEC-HPLC), ou em gque a pureza por SEC-HPLC é igual ou
maior do que 99,5%, ou em que a pureza por RP-HPLC é igual
ou maior do que 99% e a pureza por SEC-HPLC é igual ou
maior do que 99, 5%.

6. Composicdo farmacéutica caracterizada pelo
fato de compreender uma composicdo conforme a reivindicacéo
1 ou 2 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

7. Composicdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 6, caracterizada pelo fato de que a
precursora de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase humana esté
presente em uma concentracdo de cerca de 1 a cerca de 5
mg/mL ou cerca de 50 a cerca de 250 Unidades por mL.

8. Composig¢do farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 6, caracterizada pelo fato de compreender um
tamp&o de fosfato de sbédio em uma concentracdo de cerca de
10 a cerca de 50 mM.

9. Composicdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 6, caracterizada pelo fato de que o pH da
solucdo estd mantido em cerca de 5,8.

10. Composicdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 6, caracterizada pelo fato de compreender um
polioxietileno-sorbitano.

11. Composicdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 10, caracterizada pelo fato de dque o
polioxietileno-sorbitano é polioxietileno-sorbitano 20 ou
80 e a concentracdo do polioxietileno-sorbitano 20 ou 80 é
de cerca de 0,005% (peso/volume).

12. Composicdo, de acordo com gqualquer uma das
reivindicacbes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou 11,
caracterizada pelo fato de ser para uso no tratamento de

uma doenca causada, no todo ou em parte, por uma
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deficiéncia em N-acetilgalactosamina-4-sulfatase, em que a
doenca ¢é mucopolissacaridose, MPS VI ou Sindrome de
Maroteaux-Lamy.

13. Composigdo para uso, de acordo com a
reivindicacdo 12, caracterizada pelo fato de que o paciente
tem cerca de 10% ou menos de uma atividade normal de N-
acetilgalactosamina-4-sulfatase.

14. Uso de uma composicdo conforme definida em
qualquer uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10 ou 11, caracterizado pelo fato de ser para a preparagdo
de um medicamento para tratamento de uma doenca causada, no

todo ou em parte, por uma deficiéncia em N-

O

acetilgalactosamina-4-sulfatase, em que a doenca
mucopolissacaridose, MPS VI ou Sindrome de Maroteaux-Lamy.

15. Uso, de acordo com a reivindicacdo 14, ou a
composicdo farmacéutica para uso, de acordo com a
reivindicacdo 12, caracterizado pelo fato de dque o
medicamento é para tratamento de um humano.

16. Uso, de acordo com a reivindicacdo 14, ou a
composicdo farmacéutica para uso, de acordo com a
reivindicacdo 12, <caracterizado pelo fato de que a
quantidade de precursora de N-acetilgalactosamina-4-
sulfatase humana é eficaz para fornecer um ou mais efeitos
benéficos selecionados a partir do grupo consistindo em
mobilidade de Jjunta, dor de Jjunta, rigidez de Jjunta,
tolerédncia ao exercicio, resisténcia fisica ao exercicio,
funcdo pulmonar, acuidade visual e atividades da vida
diaria.

17. Composicdo farmacéutica caracterizada por
compreender precursora de N-acetilgalactosamina-4-sulfatase
humana conforme definida em gqualquer uma das reivindicacdes

1 a 5 e um polioxietileno-sorbitano, em uma concentragdo
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variando desde cerca de 0,002% a cerca de 0,008%

(peso/volume) .
18. Composicdo farmacéutica, de acordo com a

reivindicacdo 17, <caracterizada pelo fato de que o

polioxietileno-sorbitano é o polioxietileno-sorbitano 80 em

uma concentracdo de 0,005% (peso/volume).
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