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Relatério Descritivo da Patente de Invencac para "PREPARA-
GCAO DE CONJUGADOS DE INSULINA".

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a um processo para fazer um con-
jugado insulina-oligdmero como uma reagao "one pot' pela conjugagao de
éster de insulina com um oligdmero ativado em que é realizado desbloqueio
e conjugagao simultaneamente.

ANTECEDENTES DA INVENGCAQ

As células B das ilhotas pancreaticas secretam um precursor de
cadeia unica da insulina, conhecido como pré-insulina, que apds a protedlise
resulta no polipeptideo de insulina biologicamente ativo. A molécula de insu-
lina é altamente conservada entre as espécies e consiste geralmente em
duas cadeias de aminoacidos ligadas por pontes de dissulfeto. A molécula
de insulina humana natural (pm 5.807 Daltons) tem uma cadeia-A de 21 re-
siduos de aminoacidos com glicina na terminagdo amino; e uma cadeia-B de
30 residuos de aminoéacidos com fenilalanina na terminagdo amino. A insuli-
na pode existir como um mondémero ou pode se agregar em um dimero ou
um hexamero formado por trés dos dimeros. G mondémero tem a habilidade
de se ligar aos receptores e € a forma biologicamente ativa.

O polipeptideo de insulina € o hormdnio primario responsavel
por controlar o transporte, a utilizagdo e o armazenamento de glicose no
corpo. Um defeitc no metabolismo de carboidrato como um resultado de
producao insuficiente de insulina ou sensibilidade reduzida do receptor a
insulina leva ao disturbio bioldgico do diabetes. O diabetes prejudica a habi-
lidade normal de usar a glicose e como um resultado os niveis de agucar no
sangue aumentam (hiperglicemia). Como a glicose se acumula no sangue,
niveis excessivos de aglcar sao excretados na urina (glicosuria). Outros sin-
tomas de diabetes incluem volume e freqiéncia urinarios aumentados, sede,
irritacao, fome, perda de peso e fraqueza. Diabetes quando nao tratado feva
a cetose, seguida por acidose com nausea e vomito. Como os produtos toxi-
cos continuam a se acumular, o paciente vai ao coma diabetico, que leva a

morte do paciente. Ha dois tipos de diabetes. Tipo | & o diabetes melito insu-
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lina-dependente, ou IDDM. IDDM era anteriormente referido como "diabetes
de inicio na juventude”. No IDDM, a insulina nac € secretada pelo pancreas
e deve ser fornecida a partir de uma fonte externa. Tipo Il ou diabetes de
inicio na idade adulta pode geralmente ser controlado pela dieta, embora em
alguns casos avangados a insulina seja necessaria.

Banting et al descreveram o0 uso de insulina para o tratamento
de diabetes usando extrato ativo do pancreas em caes diabéticos. "Pancrea-
tic Extracts in the Treatment of Diabetes Mellitus" (Can. Med. Assoc. J.,
12:141-146 (1922)). Naguele mesmo ano, o tratamento de um paciente com
extratos pancreaticos resultou em uma melhora clinica dramatica, que sal-
vou sua vida.

Tradicionalmente, insulina bovina e suina eram usadas quase
que exclusivamente para tratar diabetes em seres humanos. Com o desen-
volvimento da tecnologia recombinante em escala comercial, a produgédo de
insulina humana tornou-se possivel pela fermentagédo. Além disso, analogos
de insulina manipulados geneticamente que tém atividade bioldgica compa-
ravel aquela da insulina humana natural foram desenvolvidos para combater
a doenga.

Entretanto, o tratamento do diabetes requer tipicamente injecoes
regulares de insulina. Devido & inconveniéncia de injegdes de insulina, varias
abordagens tém sido tentadas para formular insulina para administragao por
vias ndo injetaveis. Uma lista de tais descrigdes inclui: US 4.338.306 (Kitao
et al.) descreve composigoes farmacéuticas de insulina e acidos graxos que
tém 8 a 14 atomos de carbono e sais atoxicos desses para administragao
retal de insulina; US 4.579.730 (Kidron et al.) descreve composigoes de insu-
lina com revestimento entérico com um &4cido biliar ou sal de metal alcalino
desse para administragao oral de insulina; US 5.283.236 (Chiou et al.) des-
creve uma composigcao de insulina com um agente que aumenta a permeabi-
lidade para auxitiar a absorgao sistémica de polipeptideos de peso molecular
maior, assim como inibidores de peptidase para libera¢ao sistémica de insu-
fina através dos olhos em que o farmaco passa pelo duto nasolacrimal e e

absorvido pela circulagao; US 5.658.878 (Backstrom et al.) descreve insulina
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e um sal de sédio de um acido graxo saturado de extensao de cadela de
carbono de 10 (isto e, caprato de sodio), 12 (laurato de sodio) ou 14 (mirista-
to de sodio) que aumentam a absorgao de insulina no trato respiratério infe-
rior; US 5.853.748 {(New et al) descreve uma composi¢ao de insulina com
revestimento entérico, um sal biliar ou acido biliar, e ions de carbonato ou
bicarbonato, usados para ajustar o pH do intestino para um pH entre 7.5 a 8
para administragao oral de insulina; US 6.200.602 (Watts et al) descreve
uma composi¢ao para liberagao de farmaco de insulina para liberagao colé-
nica de insulina com um promotor de absor¢ac que inclui uma mistura de
acidos graxos que tém 6 a 16 atomos de carbonos e seus sais ou uma mis-
tura de mono/diglicerideos de acidos graxos de cadeia média junto com um
agente dispersante, em um revestimento para impedir a liberagao da insulina
e do promotor de absor¢ao até que o comprimido, cdpsula ou pélete alcance
o colon proximal.

Foram feitas tentativas para liberar a insulina por administragao
oral. Os problemas associados com a administragao oral de insulina para se
obter a euglicemia em pacientes diabéticos estao bem-documentados na
literatura farmacéutica e médica. As enzimas digestivas no trato Gl degra-
dam rapidamente a insulina, resultando em produtos de degradagao biologi-
camente inativos. No estdbmago, por exemplo, insulina administrada oralmen-
te sofre protedlise enzimatica e degradacao acida. A sobrevivéncia no intes-
tino é impedida pela protedlise excessiva. No lumen, a insulina é bombarde-
ada por uma variedade de enzimas incluindo enzimas gastricas e pancreati-
cas, exo e endopeptidases e peptidases de borda em escova. Mesmo gque a
insulina sobreviva a esse ataque enzimatico, as barreiras biolégicas que de-
vem ser transpostas antes que a insulina possa alcangar 0s seus receptores
in vivo podem limitar a administragao oral de insulina. Por exemplo, a insuli-
na pode possuir baixa permeabilidade de membrana, limitando sua habilida-
de de passar do luUmen para a corrente sanguinea.

Polipeptideos farmaceuticamente ativos tal como a insulina fo-
ram conjugados com misturas polidispersas de polietileno glicol ou misturas

polidispersas de polietileno glicol contendo polimeros para fornecer misturas
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polidispersas de conjugados farmaco-oligbmero: US 4 179 337 (Davis et a/.,
descreve conjugacao de polipeptideos tal como a insulina com varios polieti-
leno glicdis tais como MPEG-1900 e MPEG- 5000 fornecidos por Union
Carbide. US 5.567.422 (Greenwaid) descreve a conjugagdo de nucledfilos
biologicamente ativos com polietileno glicois tais como m-PEG-OH (Union
Carbide). que tem um numero de peso molecular médio de 5000 Daltons.

A conjugacao de polipeptideos, tal como insulina, com polimeros
de glicolipidio modificado por polietileno glicol e polimeros de acido graxo
modificado por polietileno glicol é descrita em US 5.359.030 (Ekwuribe et
al.).

US 6.011.008 (Domb et al) descreve um método para produzir
um conjugado de polissacarideo soluvel em agua de uma substancia sensi-
vel a oxidagcdo que compreende ativar o polissacarideo para um dialdeido
por oxidagdo com periodato; (b) purificar o dialdeido a partir de ions interfe-
rentes e subprodutos; e (¢) acoplar a substancia ao dialdeido purificado pela
formacao de base de Schiff para formar o conjugado. Opcionalmente, o con-
jugado da etapa (¢) € reduzido para um conjugado de amina por uma subs-
tancia redutora. Insulina foi conjugada a AG (arabinogalactano) oxidado a-
través de uma ligagdo de amina ou imina pela reagao de uma solugéo pura
de AG (arabinogalactano) oxidado em solugdo tampao de borato em pH 8.9
com insulina a 4°C durante a noite. A solugdo clara foi dialisada através de
uma didlise em celulose e a solugao foi liofilizada para produzir 115 mg de
um sélido branco.

US 6.022.524 (Maisano et al.) Gd-DTPA foi conjugado com insu-
lina de porco em uma solu¢do de DTPA e dimetilsulfoxido (DMSQ), é prepa-
rado por aquecimento e agitagao, entdo é resfriado em temperatura ambien-
te e adicionado com uma solugao de 11,73 g de NHS (0,102 mol) em 300 ml
de DMSO, entdo, gota a gota, com uma solugdo de 19,6 g de N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (0,097 mol) em 400 ml de DMSQO. A mistura € agita-
da por 16 horas, entao filtrada e o filtrado é concentrado por evaporagéo a
50 graus C. e 5 Pa para um 6leo espesso com um volume de cerca de 160

mi.
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US 6.309.633 (Ekwuribe et al.) descreve o uso de insulina solida

para conjugagao de insulina com PEGs laurato na presenga de Trietilamina e
DMSO em temperatura ambiente. A reagdo foi monitorada atraves de HPLC
a cada 30 min. O conjugado foi purificado usando um HPLC preparativo.
US 6.828.297 (Ekwuribe et al) descreve métodos para fazer PEG7-Hexil-
Insulina pelo uso de zinco ou insulina humana sem zinco para conjugagao
com oligbmero ativado e purificagdo de PEG7-Hexil-insulina modificada B29.
Insulina em dimetilsulfoxido e trietilamina foi reagida com oligdbmero ativado
a 22+/- 4°C. A mistura de reagao bruta é dialisada ou diafiltrada para remo-
ver solventes organicos e impurezas de baixo peso molecular, trocada con-
tra tampéo de acetato de amoénio e liofilizada; que é ainda submetida a RP-
HPLC equilibrado com tampdo de trietilamina 0,5%/acido fosforico 0,5%
(TEAP A). A coluna foi eluida com um fluxo em gradiente usando um siste-
ma de solvente TEAP A e TEAP B (80% de acetonitrila e 20% de TEAP A).
Fragdes contendo o conjugado foram agrupadas, o tampéo de eluigao e o
solvente foram removidos por didlise ou diafiltragdo contra tampao de aceta-
to de amoénio e liofilizados para produzir um pé branco de PEG7-hexil-
insulina, monoconjugado B29 (pureza>97%).

Atualmente, a técnica anterior existente ensina 0 uso de po ou
cristais de insulina pura como material de partida para fazer insulina conju-
gada em que a insulina usada é uma forma biologicamente ativa.

A presente invengao facilita a conjugagao de insulina em sua
forma de éster inativo com um oligbmero, em que o éster de insulina é des-
bloqueado e conjugado ao oligdmero simultaneamente como uma reagao
"one pot".

A presente invengao € mais simplificada e econdmica para a
produgdo de um conjugado de insulina em que varias etapas de purificagao
para obter insulina pura na forma biologicamente ativa sao evitadas. O mate-
rial de partida é o caldo fermentado contendo o precursor de insulina. O cal-
do contendo o precursor de insulina é submetido a uma etapa de combina-
¢ao de purificaga@o por troca de cation, cristalizagdo com fenol e ZnCly, liofili-

zagao e transpeptidacao para se obter o éster de insulina. O éster de insuli-



10

15

20

25

30

na é submetido a conjugagao com um oligbmero que tem a férmula geral
OC-(CHg2),-(OCH2CH>),-OCH3; e mais preferivelmente um oligbmero ativado
de férmula molecular C14H23NOg (CAS.N°® 622405-78-1), para se obter o con-
jugado de insulina. O conjugado insulina-oligdmero mais preferido é insulina-
OC-CH; CH;-(OCH2CH,)3-OCHg daqui por diante referido como IN 105. O
custo total de produgdo de insulina conjugada como um resultado desse
processo é minimizado.
SUMARIO DA INVENGAO

A presente invengao refere-se a um processo para fazer um con-
jugado insulina-oligbmero em uma reagao "one pot' pela conjugagao de um
éster de insulina com um oligbmero ativado em gue o desbloqueio e conju-
gacao simultineos sao feitos em tampao de borato. O oligbmero ativado so-
lubilizado em acetonitrila é adicionado a uma solugdo contendo éster de in-
sulina e o pH da mistura é elevado para cerca de 11.
DESCRIGAO DETALHADA

A presente invengao descreve um processo de reagao "one pot"
para a prepara¢ao de conjugados insulina-oligbmero que compreende o
desblogueio e conjugagao simultdneos de um éster de insulina.

O conjugado insulina-oligbmero € ainda purificado e liofilizado
para um po Seco.

O processo para fazer um conjugado insulina-oligémero em "one
pot" compreendendo:
(i) transpeptidacao de precursor de insulina,
(i)  desblogueio de éster de insulina e conjugacdo com um oligbmero si-
muitaneamente em "one pot",
(i)  fornecimento de conjugado insulina-oligdmero.

O processo ainda compreende:
(i) purificagao do precursor de insulina por cromatografia e precipitagao,
(i)  transpeptidacac para fornecer um ester de insulina,
(i)  purificagao do éster de insulina usando RP-HPLC,
(iv) tratamento do éster de insulina com um oligdmero em tampéo de bo-

rato, para efetuar o desbloqueio e conjugacgao simultaneamente,
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(v)  purficagao opcional do conjugado,
vy tornecimento de conjugado insulina-oligdmero.

O processo em que a preparagao do conjugado insulina-
oligdbmero compreende o processo "one pot" de desbloqueio do éster de in-
sulina e conjugagao com o oligbmero.

O processo de produzir um conjugado insulina-oligdmero com-
preendendo a adigdo de um oligbmero solubilizado em acetonitrila & uma
solugao contendo éster de insulina em tampao de borato e aumento do pH
da mistura.

O processo em que o pH € aumentado para cerca de 11.

O processo em que o precursor de insulina é pro-insulina ou mi-
ni-pré-insulina.

O processo em que 0 oligdmero é um alquil-PEG ou derivado
desse.

O processo em que o oligbmero é ativado antes da conjugagao.

O processo em que ¢ oligémero ativado usado para a conjuga-
¢a0 é C14H23NOg .

O processo em que o alquil-PEG tem a férmula geral - OC-
(CH2)n~-(OCHCH,),-OCHj5

O processo em que 0 conjugado insulina-oligdmero e conjugado
insulina B29 Ne-oligdbmero.

O processo em que © conjugado insulina-alquil PEG e conjugado
insulina B29 Ne -alquil PEG.

O processo em gue o conjugado € insulina -OC-CH,-CH,- (O-
CH2CHz)3-OCHs.

Fermentagdo de levedura recombinante contendo o gene de insulina
inoculo de levedura recombinante contendo o gene de insulina €
preparado pela adigao de 100 microlitros de cultura estoque de glicerol em
50 ml de meio minimo de glicerol (MGY) em frascos de agitagdo de 250 mi.
O meio MGY contém base nitrogénio leveduras (YNB), glicerol, tampao fos-
fato e D-biotina. Frascos de semeadura sao incubados a 30 graus C, 240+/-

10 até que OD de 15+/-5 (densidade dptica a 600 nm) seja alcancgada.
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O meio de fermentagao contem acido orto-fosforice, sulfatc de
caicwo dihidratado, sulfato de potassio, sulfato de magnesio heptahidratado,
hidroxido de potassio, glicerol, sais residuais e D-biotina. O fermentador &
preparado pela adi¢do de todos os componentes acima exceto sais residuais
e D-biotina e autoclavado a 121 - 124° C por uma hora. A solugdo de sal re-
sidual é preparada por esterilizar por filtracdo uma solugao de sulfato cuprico
pentahidratado, iodeto de sodio, sulfato de manganés monohidratado, moli-
bidato de sddio dihidratado, acido bérico, cloreto de cobalto hexa-hidratado,
cloreto de zinco, sulfato ferroso heptahidratado. A solugao de biotina tam-
bém & esterilizada por filtragdo. O fermentador € inoculado e corrido em uma
temperatura de 30°C, pH 5.5, fluxo de ar 0,5 Ipm e DO de 30. Apds a fase de
"batelada", a alimentagao de glicerol (50% p/p com agua) é iniciada para
produzir a biomassa. Glicerol 50% p/p é preparado e autoclavado por 30 min
a 121-124 graus C e entdo as solugdes de sais residuais & biotina sdo adi-
cionadas na taxa de 12 ml/l. A taxa de alimentagao de glicerol é gradualmen-
te aumentada até 20 +/- 5 g/h. Uma vez que 300-400 g/l de biomassa € pro-
duzida, a temperatura é reduzida para 20 ~ 25°C, o pH é alterado para 3.5 -
6.5 e é iniciada a alimentagdo de metanol. O metanol é esterilizado por filtra-
¢ao e as solugdes de sal residual e biotina sdo adicionadas na taxa de 12 g/l.
A alimentacao de metanol é aumentada com base no consumo até 25 +/- 5
g/h. Durante a alimentagao de metanol, alimentagao de extrato de levedura e
peptona é adicionada na taxa de 0,2 — 0,5 g/h. A fermentagéo é continuada
até 12 dias.

Purificagcao de pré-insulina a partir do caldo

900 mg de caldo contendo o Precursor de Insulina foi ajustado
para pH 4.0 com acido acético e passado através de resinas de troca de ca-
tion, pré-equilibradas com acido acético 50 mM. A coluna foi lavada com aci-
do acético 50 mM e eluida com acido acético 56 mM com NaCi 1M. Foram
obtidos 855 g do produto que foram diluidos 1:3 com agua e a concentragao
foi levada para 6mg/ml. Fenol foi adicionado (1,25 mg/l) e ZnCi; 5% (v/v) de
estoque 5% (p/v) foi adicionado a solugdo. O pH foi ajustado para 5.2 com

NaOH 1N. A solugao foi mantida a 4°C durante a noite. A suspensao de soli-
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do foi centrifugada e o precipitado formado foi liofilizado até secar A recupe
ragao na etapa foi de 90%.
Transpeptidacao e esterificagao da pré-insulina

400 mg de po seco de precursor foram solubilizados em 30 mi
de DMF contendo 30-70% de N,N dimetil formamida. 724 mg de éster butili-
co de treonina foram adicionados a solugao. O pH da solugao foi ajustado
para 6.5 com acido acetico 3 N. A reacgao foi iniciada com a adigao de 55 mg
de tripsina. A reagao foi monitorada a cada hora e foi paralisada com 5 ml de
acido acetico 3 N apds 4 h quando a conversdo de precursor de insulina pa-
ra éster de insulina era de 74%. O rendimento dessa etapa foi de 68% em
termos de conversao de produto.

O produto obtido foi precipitado como acima, em pH 6.0 e 228
mg de éster de insulina foram recuperados. O precipitado cristalino de éster
de insulina foi solubilizado em 250 mM de &cido acético. O material filtrado
foi passado através de uma matriz C8 Kromasil e o éster de insulina 95%
puro foi recuperado a partir do gradiente de acetonitrila. No final do RP-
HPLC, 149 mg do produto foram recuperados.

O éster de insulina assim obtido é usado para a preparagdo do
conjugado de insulina como descrito aqui nos seguintes exemplos, nao con-
siderados como limitantes.

EXEMPLOS
Exemplo 1

5 ml do conjunto de eluicao de RP obtidos como no exemplo 2
sao tomados e 1,2 ml de tampao de borato 1M sac adicionados a mistura de
reagao; o pH da mistura de reacgao foi elevado para 11 e a mistura de reagao
foi agitada por 3 h a 24°C. Desblogueio foi monitorado e quando se comple-
tou, 0,5 mg do oligbmero ativado (C14H23NOg) solubilizado em 300 pl de ace-
tonitrila foram adicionados a mistura de reagao. A reagao foi paralisada pela
queda do pH da reagado para 7.5. O rendimento € de 44%, com uma pureza

cromatografica de 28%. A maioria do produto permanece nao convertida.
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Exemplo 2

5 ml do conjunto de eluicao de RP sao tomados como material
de partida e 1,2 ml de tampé&o de borato 1M sao adicionados a mistura de
reacdo; o pH da mistura de reagao foi aumentado para 11 e a mistura de
reacgao foi agitada por 3 h a 24°C. Desbloqueio foi monitorado e quando se
completou, 2,5 mg do oligdmero ativado (C14H23NOg) foi solubilizado em 300
pl de acetonitrila e adicionado a mistura de reagao. A reagao foi paralisada
pela queda do pH da reagao para 7.5. O rendimento é de 63% com um pro-
duto de pureza cromatografica de 56%.
Exemplo 3

5 ml de conjunto de eluicdo de RP sdo tomados como material
de partida e 1,2 ml de tamp&o de borato 1M s&o adicionados a mistura de
reacdo; o pH da mistura de reagao foi aumentado para 11 e a mistura de
reagdo foi agitada por 3 h a 24°C. Desbloqueio foi monitorado € quando se
completou, 10 mg do oligbmero ativado (C14H23NQs) foi solubilizado em 300
Kl de acetonitrila. A amostra foi analisada a partir de todos os grupos em 16
min e th. O rendimento é de 18% com uma pureza cromatografica do produ-
to de 11%. Na maior parte, o produto diconjugado foi observado.
Exemplo 4

5 ml de conjunto de eluigao de RP sao tomados como material
de partida e 1,2 mi de tampao de borato 1M sao adicionados a mistura de
reagao; o pH foi ajustado para 10.5 e mantido por 5 h. 2,5 mg do oligdmero
ativado (C44H23NQg) foram dissolvidos em 300 pl de acetonitrila e adiciona-
dos uma vez que o DESBLOQUEIO estava completo. Uma aliquota foi reti-
rada e analisada. O rendimento foi de 58% com uma pureza cromatografica
de 51%.
Exemplo 5

5 mi de conjunto de eluigao de RP sao tomados como material
de partida e 1,2 mi de tampao de borato 1M sao adicionados a mistura de
reagao;o pH foi ajustado para 10.75 e mantido por 4 h. 2,5 mg do oligbmero
ativado {C4H23NOg) foram dissolvidos em 300 ul de acetonitrila e adiciona-
dos uma vez que o DESBLOQUEIO estava completo. Uma aliguota foi reti-
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rada e analisada. O rendimento foi de 61% com uma pureza cromatog:afica
de 53%.
Exemplo 6 (Desbloqueio e conjugacao simultaneos)

5 mi de conjunto de eluicao de RP sao tomados como material
de partida e 1,2 ml de tampao de borato 1M sao adicionados a mistura de
reagdo; o pH foi ajustado para 11 e 4 mg do oligbmero ativado (C1sH23NOs)
dissolvido em 300 pl de acetonitrila foram adicionados. A amostra foi anaki-
sada aos 10 min, 1h, 2h e 3h apés o desbloqueio simuitaneo com a conjuga-
¢ao ter ocorrido. O rendimento foi de 64% com uma pureza cromatografica
de 58%.

Exemplo 7 (Desbloqueio e conjugagao simultaneos)

5 ml de conjunto de eluigdo de RP sao tomados como material
de patrtida e 1,2 ml de tampéao de borato 1M sdo adicionados a mistura de
reacdo; o pH foi ajustado para 11 e 2,5 mg do oligbmero ativado
(C14H23NQOg) dissolvido em 300 pi de acetonitrila foram adicionados. A amos-
tra foi analisada aos 10 min, 1h, 2h e 3h apos o desblogueio simultdneo com
a conjugagéo ter ocorrido. O rendimento apés 3h foi de 75% com uma pure-
za do produto de 73,4%.

O desbloqueio continuou por 1h, 2h e 3h e a conjugacgao foi ini-
ciada em cada ponto de tempo e deixada continuar até que tanto o desblo-
queio como a conjugacao estivessem compietos para cada caso.

5 ml de cada conjunto de eluicao de RP foram colocados em
cada um de 4 tubos. 1,2 ml de tampao de borato 1M sa0 adicionados a mis-
tura de reagao; o pH foi ajustado para 11. No 1pool tubo, 2,5 mg de oligbme-
ro ativado (C14H23NQg) foram adicionados a Oh. O desbloqueio foi deixado
continuar por 1th no 2pool tubo € a mesma quantidade de oligdmero ativado
(C14H23NQg) foi adicionada a mistura de reagdo. O desblogueio foi deixado
continuar por 2h no 3pool tubo e 2,5 mg de oligbmero ativado (C14H23NOg)
foram adicionados apés 2h. No 4pool tubo o desbloqueio continuou por 3h
antes da mesma quantidade de oligbmero ativado (C14H23NOg) ser adiciona-
da. A conjugacao foi deixada continuar para cada tubo até parecer estar

completa como confirmado por cromatografia analitica. O rendimento da e-
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tapa assim como 0 percentual de pureza do conjugado de insulina foi moni-

torado por cromatogramas analiticos.

Experimento N° Rendimento (%) Pureza de IN 105 (%)
Tubo 1 74,7 73,0

Tubo 2 71,0 70,1

Tubo 3 67,6 65,7

Tubo 4 64,8 59,0

Exemplo 8

150 ml de conjunto de eluicao de RPHPLC em 36 mi de tampéao
de borato sao tomados em pH 8.7. O pH foi elevado para 11 pela adi¢ao de
10 ml de NaOH 10 N e a mistura de reagdo foi mantida a 25° C por 3h. 135
mg do oligbmero ativado (C14H23NQOs) solubilizados em 9 ml de acetonitrila
foram adicionados a mistura de reagao para iniciar a reacao de conjugacao.
Apds 1h, a reagdo de conjugacao foi paralisada pela diminuigdo do pH da
mistura de reagao para 7.5 pela adigao de acido acético glacial. O rendimen-
to encontrado do desbloqueio e conjugagao foi de 61% nessa reagdo e a
pureza do produto foi de 62%.

Exemplo 9

975 ml de conjunto de eluicdo de RP com concentragdo de 8,4
mg/ml sao tomados e 234 ml de tampéo de borato 1 M séo adicionados em
pH 8.2. O pH é ajustado para 11 com NaOH 10 N. 975 mg do oligdmero ati-
vado (C14H23NQOg) dissolvidos em 58,5 ml de acetonitrila foram adicionados a
mistura de reag¢do e 0s processos de desbloqueio assim como de conjuga-
¢ao foram iniciados juntos.

Aliguotas foram retiradas com 2 e 3 h, analisadas em HPLC para
monitorar o perfil da reagdo. A conjugagao foi paralisada apos 3h pela redu-
¢do do pH da mistura de reagao para 7.5 pela adigdo de acido acético glaci-
al. O rendimento encontrado foi de 68% com uma pureza do produto de
69%.
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Exemplo 10 (Recuperacao do produto)

O produto conjugado final é diluido com &acido acético 250 mM
para levar a concentragdo para 2,5 mg/ml. O material é aplicado em uma
coluna Kromasil CS RP HPLC e eluido com gradiente de acetonitrila. O con-
junto eluido tem o IN 105 com uma pureza de 96,7% e com a recuperagao
na etapa de 72%.

O IN 105 purificado, eluido da coluna de RPHPLC é cristalizado
com fenol € ZnCl, em pH 5.2 em condigao fria. O pélete cristalino final foi
coletado por centrifugagao. O pélete cristalino coletado foi liofilizado e cole-

tado como cristais secos purificados de IN 105.
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REIVINDICAGOES

1. Processo para fazer um conjugado de oligbmero de insulina
em "one pot", caracterizado pelo fato de que compreende:

(i) transpeptidagdo e esterificagdo de um precursor de insulina
para fornecer um éster de insulina;

(i) desbloqueio do éster de insulina e conjugagdo com um
oligbmero simultaneamente em "one pot" através de adi¢do simultanea de
um oligbmero solubilizado em acetonitrila a uma solu¢gao contendo o éster de
insulina em tampao borato e aumento do pH da solugao; e

(ili) obtengao do conjugado de oligbmero de insulina.

2. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que ainda compreende,

(i) purificagdo do precursor de insulina por cromatografia e
precipitagao,

(ii) purificagdo do éster de insulina usando RP-HPLC,

(iii)  purificagdo opcional do conjugado.

3. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o pH é aumentado para cerca de 11.

4. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o precursor o precursor de insulina € proinsulina ou mini-
proinsulina.

5. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o oligbmero é um alquil-PEG ou derivado desse.

6. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o oligbmero é ativado antes da conjugacéo.

7. Processo de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado
pelo fato de que o oligbmero ativado usado para conjugagao & Cq4H23NOs.

8. Processo de acordo com a reivindicagdo 7, em que o alquil-
PEG tem a formula geral -OC-(CHz)-(OCH2CH3),-OCHs.

9. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o conjugado de oligbmero de insulina é conjugado de

oligbmero de insulina B29 Ne.



10. Processo de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado
pelo fato de que o conjugado de insulina alquil-PEG é conjugado de alquil
PEG de insulina B29 Ne.

11. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o conjugado de insulina é o conjugado insulina B29 Ne -OC-
CH2-CH,-(OCH2CH,;)3-OCHs.
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