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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para la administracion al SNC de arilsulfatasa A

ANTECEDENTES

La terapia de reemplazo de enzimas (ERT) implica la administracion sistémica de naturales o de manera
recombinante derivados de proteinas y/o enzimas a un sujeto. Las terapias aprobadas se administran tipicamente a
sujetos por via intravenosa y generalmente son efectivas para tratar los sintomas somaticos de la deficiencia
enzimatica subyacente. Como resultado de la distribucion limitada de la proteina y/o enzima administrada por via
intravenosa en las células y tejidos del sistema nervioso central (SNC), el tratamiento de enfermedades que tienen
una etiologia del SNC ha sido especialmente dificil debido a que las enzimas y/o proteinas administradas por via
intravenosa no cruzan adecuadamente la barrera hematoencefalica (BBB).

La barrera hematoencefalica (BBB) es un sistema estructural compuesta de células endoteliales que funciona
para proteger el sistema nervioso central (SNC) a partir de sustancias perjudiciales en la corriente sanguinea, tales
como bacterias, macromoléculas (por ejemplo, proteinas) y otros moléculas hidrofilicas, al limitar la difusion de tales
sustancias a través del BBB y hacia el liquido cefalorraquideo subyacente (LCR) y el SNC.

Hay varias formas de eludir el BBB para mejorar el suministro cerebral de un agente terapéutico que incluye
inyeccion intracraneal directa, permeabilizacion transitoria del BBB y modificacién del agente activo para alterar la
distribucion del tejido. La inyeccion directa de un agente terapéutico en el tejido cerebral evita la vasculatura por
completo, pero sufre principalmente el riesgo de complicaciones (infeccidén, dafo tisular, respuesta inmune)
ocasionadas por las inyecciones intracraneales y la mala difusién del agente activo desde el sitio de administracién.
Hasta la fecha, la administracion directa de proteinas en la sustancia cerebral no ha logrado un efecto terapéutico
significativo debido a las barreras de difusion y al volumen limitado de terapia que se puede administrar. La difusién
asistida por conveccién se ha estudiado mediante catéteres colocados en el parénquima cerebral mediante infusiones
lentas a largo plazo (Bobo, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 91, 2076-2080 (1994); Nguyen, et al. J. Neurosurg. 98,
584-590 (2003)), pero actualmente no hay terapias aprobadas que usen este enfoque para la terapia a largo plazo.
Ademas, la colocacién de catéteres intracerebrales es muy invasiva y menos deseable como alternativa clinica.

Inyeccion intratecal (IT), o administracion de proteinas al liquido cefalorraquideo (LCR), también se ha
intentado, pero aun no ha dado el éxito terapéutico. Un desafio importante en este tratamiento ha sido la tendencia
del agente activo a unir muy fuertemente el revestimiento ependimario del ventriculo, lo que evitd su posterior difusion.
Actualmente, no existen productos aprobados para el tratamiento de enfermedades genéticas cerebrales mediante
administracién directa al CSF.

De hecho, muchos creyeron que la barrera a la difusién en la superficie del cerebro, asi como la falta de
eficaces y métodos de entrega convenientes, eran un obstaculo demasiado grande para lograr el efecto terapéutico
adecuado en el cerebro para cualquier enfermedad.

Muchos trastornos de almacenamiento lisosomal afectan el sistema nervioso y por lo tanto demuestran
desafios Unicos en el tratamiento de estas enfermedades con terapias tradicionales. A menudo hay una gran
acumulacion de glicosaminoglicanos (GAG) en las neuronas y meninges de las personas afectadas, lo que lleva a
diversas formas de sintomas del SNC. Hasta la fecha, ninguin sintoma del SNC resultante de un trastorno lisosémico
se ha tratado con éxito por ningiin medio disponible.

Por lo tanto, sigue habiendo una gran necesidad de administrar eficazmente agentes terapéuticos al cerebro.
Mas particularmente, existe una gran necesidad de un suministro mas efectivo de agentes activos al sistema nervioso
central para el tratamiento de trastornos de almacenamiento lisosémico.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un enfoque eficaz y menos invasiva para la entrega directa de agentes
terapéuticos para el sistema nervioso central (SNC). La presente invencién se basa, en parte, en el descubrimiento
inesperado de que una enzima de reemplazo (arilsulfatasa A (ASA)) para una enfermedad de almacenamiento
lisosomal (MLD) se puede introducir directamente en el liquido cefalorraquideo (LCR) de un sujeto que necesita
tratamiento en Una alta concentracion (mayor de 10 mg/ml) de tal manera que la enzima se difunde de manera efectiva
y extensa a través de varias superficies y penetra en varias regiones del cerebro, incluidas las regiones del cerebro
profundo. Mas sorprendentemente, los presentes inventores han demostrado que dicho suministro de alta
concentracién de proteinas se puede realizar usando soluciones salinas simples o formulaciones basadas en
tampones y sin inducir efectos adversos sustanciales, como una respuesta inmune severa, en el sujeto. Por lo tanto,
la presente invencion proporciona un enfoque altamente eficiente, clinicamente deseable y amigable para el paciente
para el suministro directo del SNC para el tratamiento de diversas enfermedades y trastornos que tienen componentes
del SNC, en particular, enfermedades de almacenamiento lisosémico. La presente invencién representa un avance
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significativo en el campo de la focalizacién del SNC y la terapia de reemplazo enzimatico.

Como se describe con detalle a continuacién, los presentes inventores han desarrollado con éxito
formulaciones estables para la administracién intratecal (IT) eficaz de una proteina arilsulfatasa A (ASA) para su uso
en un método de tratamiento de la enfermedad de leucodistrofia metacromatica en un sujeto. De hecho, las
formulaciones estables para su uso de acuerdo con la presente invencién pueden usarse para la administracion al
SNC mediante administraciones intraparenquimatosas, intracerebrales, intraventriculares cerebrales (ICV),
intratecales (por ejemplo, IT-Lumbar, IT-cisterna magna) para inyeccion directamente en el SNC y/o CSF.

Especificamente, la invencion proporciona una formulacién a base de solucién salina o tampdn que
comprende 10 mg/ml o mas de arilsulfatasa A (ASA) para su uso en un método de tratamiento de la enfermedad de
leucodistrofia metacromatica en un sujeto, en donde dicho método comprende administrar directamente dicha
formulacion en el liquido cerebroespinal de dicho sujeto a través de la administracion intraparenquimatosa,
intracerebral, intraventricular cerebral (ICV) o intratecal (IT). En algunas realizaciones, la proteina ASA esta presente
en o hasta una concentracion seleccionada de 15 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 30 mg/ml, 35 mg/ml, 40 mg/ml, 45
mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 70 mg/ml, 80 mg/ml, 90 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml, 250 mg/ml 0 300 mg/ml.

En varias realizaciones, la presente invencion incluye una formulacion a base de solucién salina o tampén de
cualquiera de las realizaciones descritas en la presente para su uso de acuerdo con la invencién, en donde la proteina
ASA comprende una secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones , la proteina ASA
comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos un 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o0 98%
idéntica a la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la formulacién a base de solucién salina o tampén de cualquiera
de las realizaciones descritas en la presente para su uso de acuerdo con la invencion incluye NaCl presente en una
concentracién que varia de aproximadamente 0-300 mM (por ejemplo, 0-250 mM, 0-200 mM, 0-150 mM, 0-100 mM,
0-75 mM, 0-50 mM o 0-30 mM). En algunas realizaciones, el NaCl esta presente en una concentracién que varia de
aproximadamente 137-154 mM. En algunas realizaciones, el NaCl estd presente en una concentracion de
aproximadamente 154 mM.

En varias realizaciones, la presente invencién incluye una formulacion a base de solucién salina o tampon de
cualquiera de las realizaciones descritas en la presente para su uso de acuerdo con la invencién, en donde el
surfactante de polisorbato se selecciona del grupo que consiste de polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60,
polisorbato 80 y combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el surfactante de polisorbato es polisorbato
20. En algunas realizaciones, el polisorbato 20 esta presente a una concentracion de aproximadamente el 0,005%.

En varias realizaciones, la presente invencion incluye una formulacion a base de solucién salina o tampén de
cualquiera de las realizaciones descritas en la presente para su uso de acuerdo con la invencién, en donde la
formulacion comprende ademas un agente tampoén. En algunas realizaciones, el agente tampo6n se selecciona del
grupo que consiste de fosfato, acetato, histidina, succinato, Tris y combinaciones de los mismos. En algunas
realizaciones, el agente tampon es fosfato. En algunas realizaciones, el fosfato esta presente a una concentracion de
no mas de 50 mM (por ejemplo, de no mas de 45 mM, 40 mM, 35 mM, 30 mM, 25 mM, 20 mM, 15 mM, 10 mM o 5
mM). En algunas realizaciones, el fosfato esta presente a una concentracién de no mas de 20 mM. En varios aspectos,
la invencion incluye una formulacion a base de solucién salina o tampdén de cualquiera de las realizaciones descritas
en la presente para su uso de acuerdo con la invencion, en donde la formulacién tiene un pH de aproximadamente 3-
8 (por ejemplo, aproximadamente 4-7,5, 5-8, 5-7,5, 5-6,5, 5-7,0, 5,5-8,0, 5,5-7,7, 5,5-6,5, 6-7,5 0 6-7,0). En algunas
realizaciones, la formulacion tiene un pH de aproximadamente 5,5-6,5 (por ejemplo, 5,5, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4 06,5). En
algunas realizaciones, la formulacién tiene un pH de aproximadamente 6,0.

En algunas realizaciones, la presente invencién incluye una formulacién a base de solucién salina o tampon
para administracién intratecal para su uso de acuerdo con la invencién que comprende una proteina arilsulfatasa A
(ASA) a una concentracion que varia de aproximadamente 10-300 mg/ml, NaCl a una concentracién de
aproximadamente 154 mM, polisorbato 20 a una concentracién de aproximadamente 0,005% y un pH de
aproximadamente 6,0. En algunas realizaciones, la proteina ASA estad a una concentracion de aproximadamente 30
mg/ml, 40 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml, 250 mg/ml o 300 mg/ml.

En varios aspectos, la presente invencion incluye un recipiente que comprende una Unica forma de
dosificacién de un establo formulacion en diversas realizaciones descritas en el presente documento. En algunas
realizaciones, el recipiente se selecciona de una ampolla, un vial, una botella, un cartucho, un depésito, un lyo-ject o
una jeringa precargada. En algunas realizaciones, el recipiente es una jeringa precargada. En algunas realizaciones,
la jeringa precargada se selecciona de jeringas de vidrio de borosilicato con revestimiento de silicona horneada,
jeringas de vidrio de borosilicato con silicona pulverizada o jeringas de resina plastica sin silicona. En algunas
realizaciones, la formulacién estable esta presente en un volumen de menos de aproximadamente 50 ml (por ejemplo,
menos de aproximadamente 45 ml, 40 ml, 35 ml, 30 ml, 25 ml, 20 ml, 15ml, 10 ml, 5 ml, 4 ml, 3 ml, 2,5ml, 2,0 ml, 1,5
ml, 1,0 ml o 0,5 ml). En algunas realizaciones, la formulacion estable esta presente en un volumen de menos de
aproximadamente 3,0 ml.
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La presente invencion incluye métodos de tratamiento de la enfermedad de leucodistrofia metacromatica
puede incluir la etapa de administrar por via intratecal a un sujeto en necesidad de tratamiento una formulacién de
acuerdo con cualquiera de las realizaciones descritas en este documento.

En algunas realizaciones, la presente invencién incluye una formulacién que comprende una proteina de la
arilsulfatasa A (ASA) a una concentracion que varia de aproximadamente 15-300 mg/ml, NaCl a una concentracién
de aproximadamente 154 mM, polisorbato 20 a una concentracién de aproximadamente 0,005%, y un pH de
aproximadamente 6 para su uso de acuerdo con la invencion.

En algunas realizaciones, los resultados de la administracién intratecal en ausencia de efectos adversos
sustanciales (por ejemplo, severa respuesta inmune) en el sujeto. En algunas realizaciones, la administracion intratecal
no da como resultado una respuesta inmune mediada por células T adaptativa sustancial en el sujeto.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal de los resultados de formulacion en la entrega de la
proteina de arilsulfatasa A a diversos tejidos diana en el cerebro, la médula espinal, y/o los érganos periféricos. En
algunas realizaciones, la administracion intratecal de la formulacién da como resultado el suministro de la proteina
arilsulfatasa A a los tejidos cerebrales diana. En algunas realizaciones, los tejidos diana del cerebro comprenden
materia blanca y/o neuronas en la materia gris. En algunas realizaciones, la proteina arilsulfatasa A se administra a
neuronas, células gliales, células perivasculares y/o células meningeas. En algunas realizaciones, la proteina
arilsulfatasa A se administra adicionalmente a las neuronas en la médula espinal.

En algunas realizaciones, la administracién intratecal de la formulacion resulta ain mas en la administracion
sistémica de la proteina ASA en los tejidos diana periféricos. En algunas realizaciones, los tejidos diana periféricos se
seleccionan de higado, rifidn, bazo y/o corazén.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal de los resultados de formulacién en la localizacion
lisosomal en el cerebro los tejidos diana, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana periféricos. En algunas
realizaciones, la administracion intratecal de los resultados de formulacion en la reduccion de almacenamiento de
sulfatida en los tejidos diana del cerebro, las neuronas de la médula espinal y/o periféricos tejidos diana. En algunas
realizaciones, el almacenamiento de sulfatida se reduce al menos en un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 1 vez, 1,5 veces o0 2 veces en comparacién con un control (por ejemplo, el almacenamiento de GAG previo al
tratamiento en el sujeto). En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la formulaciéon da como resultado
una vacuolizacion reducida en las neuronas (por ejemplo, en al menos 20%, 40%, 50%, 60%, 80%, 90%, 1 vez, 1,5
veces 0 2 veces en comparacion con un control). En algunas realizaciones, las neuronas comprenden células de
Purkinje.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal de los resultados de formulacién en aumento enzimatica
ASA actividad en los tejidos diana del cerebro, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana periféricos. En algunas
realizaciones, la actividad enzimatica ASA se incrementa en al menos 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6
veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces 0 10 doble en comparacién con un control (por ejemplo, la actividad enzimatica
enddgena previa al tratamiento en el sujeto). En algunas realizaciones, la actividad enzimatica ASA aumentada es al
menos aproximadamente 10 nmol/hr/mg, 20 nmol/hr/mg, 40 nmol/hr/mg, 50 nmol/hr/mg, 60 nmol/hr/mg, 70
nmol/hr/mg, 80 nmol/hr/mg, 90 nmol/hr/mg, 100 nmol/hr/mg, 150 nmol/hr/mg, 200 nmol/hr/mg, 250 nmol/hr/mg, 300
nmol/hr/mg, 350 nmol/hr/mg, 400 nmol/hr/mg, 450 nmol/hr/mg, 500 nmol/hr/mg, 550 hmol/hr/mg o 600 nmol/hr/mg.

En algunas realizaciones, la actividad enzimatica ASA se incrementa en la region lumbar. En algunas
realizaciones, el aumento de la actividad enzimatica ASA en la regién lumbar es al menos aproximadamente 2000
nmol/hr/mg, 3000 nmol/hr/mg, 4000 nmol/hr/mg, 5000 nmol/hr/mg, 6000 nmol/hr/mg, 7000 nmol/hr/mg, 8000
nmol/hr/mg, 9000 nmol/hr/mg, o 10.000 nmol/hr/mg.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal de los resultados de formulaciéon en la intensidad
reducida, la gravedad o la frecuencia, o retraso en la aparicion de al menos un sintoma o caracteristica de MLD. En
algunas realizaciones, el al menos un sintoma o caracteristica de la MLD es el deterioro cognitivo; lesiones de la
sustancia blanca; espacios perivasculares dilatados en el parénquima cerebral, ganglios, cuerpo calloso y/o tronco
encefalico; atrofia; y/o ventriculomegalia.

En algunas realizaciones, la administracién intratecal se realiza una vez cada dos semanas. En algunas
realizaciones, la administracion intratecal tiene lugar una vez al mes. En algunas realizaciones, la administracion
intratecal tiene lugar una vez cada dos meses. En algunas realizaciones, la administracién intratecal se usa junto con
la administracion intravenosa. En algunas realizaciones, la administracion intravenosa no es mas frecuente que una
vez por semana. En algunas realizaciones, la administracion intravenosa no es mas frecuente que una vez cada dos
semanas. En algunas realizaciones, la administracién intravenosa no es mas frecuente que una vez al mes. En algunas
realizaciones, la administracién intravenosa no es mas frecuente que una vez cada dos meses. En ciertas
realizaciones, la administracion intravenosa es mas frecuente que la administracién mensual, tal como dos veces por
semana, semanalmente, cada dos semanas o dos veces al mes.
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En algunas realizaciones, las administraciones intravenosas y intratecales se realizan en el mismo dia. En
algunas realizaciones, las administraciones intravenosas e intratecales no se realizan dentro de una cierta cantidad
de tiempo entre si, tal como no dentro de al menos 2 dias, dentro de al menos 3 dias, dentro de al menos 4 dias,
dentro de al menos 5 dias, dentro de al menos 6 dias, dentro de al menos 7 dias, o dentro de al menos una semana.
En algunas realizaciones, las administraciones intravenosas e intratecales se realizan en un horario alterno, tal como
administraciones alternas semanalmente, cada dos semanas, dos veces al mes o mensualmente. En algunas
realizaciones, una administracion intratecal reemplaza una administracion intravenosa en un programa de
administracion, tal como en un programa de administracion intravenosa semanal, cada dos semanas, dos veces al
mes o0 mensualmente, cada tercera o cuarta o quinta administracion en ese programa puede reemplazarse con una
administracion intratecal en lugar de una administracion intravenosa.

En algunas realizaciones, las administraciones intravenosas y intratecales se realizan secuencialmente, tales
como la realizacion de las administraciones intravenosas primero (por ejemplo, semanal, cada dos semanas, dos
veces al mes, o dosificacion mensual durante dos semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco
meses, seis meses, un afo o mas) seguidos de administraciones de IT (por ejemplo, semanalmente, cada dos
semanas, dos veces al mes o dosificaciébn mensual durante mas de dos semanas, un mes, dos meses, tres meses,
cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afio 0 mas). En algunas realizaciones, las administraciones intratecales
se realizan primero (por ejemplo, semanalmente, cada dos semanas, dos veces al mes, mensualmente, una vez cada
dos meses, una vez cada tres meses, dosificacion durante dos semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro
meses, cinco meses, seis meses, un afio o0 mas) seguidos de administraciones intravenosas (p. ej., semanalmente,
cada dos semanas, dos veces al mes o dosificacion mensual durante mas de dos semanas, un mes, dos meses, tres
meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afno 0 Mas).

En algunas realizaciones, la administracion intratecal se utiliza en ausencia de la administracion intravenosa.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal se utiliza en ausencia de terapia inmunosupresora
concurrente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 ilustra ejemplos de datos de concentracion de arilsulfatasa A (rhASA) en suero después de la
administracion V.

La Figura 2 ilustra datos de concentracion de rhASA ejemplares en suero después de la administracion de IT-lumbar.
La Figura 3 ilustra una concentracion de rhASA ejemplar en CSF después de la administracién IV.

La Figura 4 ilustra la concentracion de rhASA a modo de ejemplo en LCR después de la administracion IT-lumbar.
La Figura 5 ilustra un andlisis ejemplar del efecto del tampén y el pH sobre |a estabilidad térmica de rhASA.

La Figura 6 ilustra un andlisis ejemplar de SDS-PAGE (Coomassie) de rhASA después de dos semanas a 40 + 2°C.

La Figura 7 ilustra un ejemplo de andlisis SDS-PAGE (Coomassie) de rhASA en formulaciones IT después de 3 meses
ASy 25°C.

La Figura 8 representa un ejemplo de sustancia farmacologica rhASA y la apariencia del producto farmacolégico
después de 48 horas de agitaciéon (Panel A) y agitacién (Panel B).

La Figura 9 muestra el aspecto ejemplar del producto farmacolégico rhASA (sin P20) con (n = 2) y sin espacio de
cabeza (n = 1) Después de agitarse durante 48 horas.

La Figura 10 ilustra datos ejemplares que demuestran la capacidad de amortiguacién de la sustancia farmacol6gica
rhASA en comparacién con el control del amortiguador cuando se titula con &cido clorhidrico.

La Figura 11 ilustra datos ejemplares que demuestran la capacidad de amortiguacién de la sustancia farmacolégica
rhASA en comparacion con un control de amortiguacion cuando se titula con hidréxido de sodio 1M.

La Figura 12 representa muestras ejemplares de rhASA en solucién salina, pH 6,0 que varia segun la concentracién.
La Figura 13 ilustra un analisis ejemplar de SEC-HPLC de rhASA (fase movil de pH 5,5) en NaCl 154 mM, pH 5,9.
La Figura 14 ilustra un analisis ejemplar de SEC-HPLC de rhASA (fase movil de pH 7,0) en NaCl 154 mM, pH 5,9.

La Figura 15 ilustra perfiles ejemplares de exclusién por tamafo de la linea de base y 11 muestras de estabilidad
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meses para rhASA en 154 mM de NaCl , pH 5.

La Figura 16 representa ejemplos de foto-micrografias de tejido cerebral, meninges, infiltrados (Medios y grupos de
dosis altas, ambos sexos) después de tratamiento.

La Figura 17 muestra fotos fotograficas ejemplares de tejido cerebral, meninges, infiltrados (grupos de dosis media y
alta, ambos sexos) después del tratamiento.

La Figura 18 muestra fotomicrografias ejemplares de infiltrados de tejido cerebral perivascular (hombres de dosis
media; mujeres de dosis alta) después del tratamiento.

La Figura 19 muestra una tincién de azul de Alcian ejemplar de la médula espinal de ratones MLD inmunotolerantes
tratados con rhASA y muestra resultados ejemplares que ilustran la reduccién de sulfatida determinada por la tincién
de azul de Alcian de la médula espinal cervical en animales que recibieron inyecciones intratecales de hASA
recombinante en los dias 1, 8, 15. y 22 a dosis de 520 mg/kg de peso cerebral o control del vehiculo. Como se
demostrd, el tratamiento con hASA recombinante inyectado intratecalmente result6 en la reduccion de la acumulacion
de sulfatida en la médula espinal cervical.

La Figura 20 ilustra un andlisis de morfometria ejemplar de secciones de la médula espinal tefiidas con azul Alcian de
ratones MLD inmunotolerantes tratados con rhASA, incluyendo resultados ejemplares que ilustran la densidad 6ptica
del azul Alcian en la médula espinal total (médula espinal T), materia gris total (T-GM), materia gris lumbar (L-GM),
materia gris cervical (C-GM), materia blanca total (T-WM), materia blanca lumbar (L-WM) y materia blanca cervical (C-
WM) segln lo determinado por el analisis de morfometria. Como se demostrd, se observd una reduccién
estadisticamente significativa en la tincion de azul Alcian en animales tratados con rhASA en comparacién con un
control de vehiculo.

La Figura 21 representa la reduccion ejemplar de la tincion de LAMP en la sustancia blanca (fimbria) de ratones MLD
inmunotolerantes tratados con rhASA representa resultados ejemplares que ilustran los niveles de LAMP-1 en fimbria
segun lo determinado por el inmunohistoquimica. Aumento = 20X. Como se demostrd, el tratamiento con rhASA
inyectado intratecalmente result6 en la reduccion de LAMP-1 en la sustancia blanca cerebral.

La Figura 22 ilustra un ejemplo de analisis de morfometria de la tincion con LAMP del cerebro de ratones MLD
inmunotolerantes tratados con rhASA y muestra resultados ejemplares que ilustran la intensidad de la tincién con
LAMP-1 en el cuerpo del coloso (CC), fimbria (F), materia blanca cerebelosa (CB-WM) y tallo cerebral (BS) de animales
tratados con 20 mg/kg de rhASA intravenosa, 300 mg/kg de peso cerebral rhASA intratecal, 520 mg/kg de peso
cerebral rhASA intravenosa, o control del vehiculo.

La Figura 23 ilustra la concentracién ejemplar de rhASA en punciones cerebrales de monos cynomolgus juveniles
dosificados con vehiculo después de la dosificacion EOW IT para necropsia principal de 6 meses.

La Figura 24 ilustra la concentracion ejemplar de rhASA en punciones cerebrales de monos cynomolgus juveniles
después de la dosificacion EOW IT de rhASA a 1,8 mg/dosis durante 6 meses - necropsia principal.

La Figura 25 ilustra la concentracién ejemplar de rhASA en punciones cerebrales de monos cynomolgus juveniles
después de la dosificacion EOW IT de rhASA a 6,0 mg/dosis durante 6 meses - necropsia principal.

La Figura 26 ilustra la concentracién ejemplar de rhASA en punciones cerebrales de monos cynomolgus juveniles
después de la dosificacion EOW IT de rhASA a 18,6 mg/dosis durante 6 meses - necropsia principal.

La Figura 27 ilustra la concentracion ejemplar de ASA en punciones cerebrales de monos cynomolgus juveniles
después de la dosificacion EOW IT (control PBS) durante 6 meses - necropsia de recuperacion.

La Figura 28 ilustra la concentracién ejemplar de rhASA en punciones cerebrales de monos cynomolgus juveniles
después de la dosificacion EOW IT del vehiculo durante 6 meses - necropsia de recuperacion.

La Figura 29 ilustra la concentracién ejemplar de rhASA en punciones cerebrales de monos cynomolgus juveniles
después de la dosificacion EOW IT de rhASA a 1,8 mg/dosis durante 6 meses - necropsia de recuperacion.

La Figura 30 ilustra la concentracion ejemplar de rhASA en punciones cerebrales de monos cynomolgus juveniles
después de la dosificacion EOW IT de rhASA a 6,0 mg/dosis durante 6 meses - necropsia de recuperacion.

La Figura 31 ilustra la concentracion ejemplar de rhASA en punciones cerebrales de cinomolgo juvenil después de la
dosificacién EOW IT de rhASA a 18,6 mg/dosis durante la necropsia de recuperacion de 6 meses.

La Figura 32 ilustra la concentracién ejemplar de rhASA en punzones seleccionados de la superficie del cerebro para
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el control del dispositivo, vehiculo, 1,8 mg, 6,0 mg y 18,6 mg de animales tratados. (macho y hembra separados, los
datos de control del dispositivo provienen de la necropsia de recuperacion, todos los demas datos de la necropsia
principal).

La Figura 33 ilustra una concentracion ejemplar de rhASA en punzones seleccionados del area blanca profunda del
cerebro para el control del dispositivo, vehiculo, 1,8 mg, 6,0 mg y 18,6 mg de animales tratados. (macho y hembra
separados, los datos de control del dispositivo provienen de la necropsia de recuperacion, todos los demas datos de
la necropsia principal).

La Figura 34 ilustra una concentracion ejemplar de rhASA en punzones seleccionados del area gris profunda del
cerebro para el control del dispositivo, vehiculo, 1,8 mg, 6,0 mg y 18,6 mg de animales tratados. (macho y hembra
separados, los datos de control del dispositivo provienen de la necropsia de recuperacion, todos los demas datos de
la necropsia principal).

La Figura 35 ilustra una concentracion ejemplar de rhASA en punzones seleccionados de varias regiones en control
de dispositivo, vehiculo, 1,8 mg, 6,0 mg y 18,6 mg de animales tratados. (combinado masculino y femenino, los datos
de control del dispositivo provienen de la necropsia de recuperacion, todos los demas datos de la necropsia principal).

La Figura 36 ilustra la concentracion ejemplar de rhASA en secciones de la médula espinal de monos cynomolgus
juveniles después de la dosificacion EOW IT durante 6 meses - necroscopia de recuperacién.

La Figura 37 ilustra una concentracion ejemplar de rhASA en el higado de monos cynomolgus juveniles después de
la administracion de EOW IT durante 6 meses - necroscopia de recuperacion.

La Figura 38 ilustra ubicaciones anatomicas ejemplares de ciertos golpes cerebrales.
La Figura 39 ilustra ubicaciones anatomicas ejemplares de ciertos golpes cerebrales.
La Figura 40 ilustra ubicaciones anatémicas ejemplares de ciertos golpes cerebrales.
La Figura 41 ilustra ubicaciones anatémicas ejemplares de ciertos golpes cerebrales.
La Figura 42 ilustra ubicaciones anatémicas ejemplares de ciertos golpes cerebrales.
La Figura 43 ilustra ubicaciones anatomicas ejemplares de ciertos golpes cerebrales.

Las Figuras 44A - G ilustran la concentracién de arilsulfatasa A humana recombinante (rhASA) en punciones de tejido
extraidas de los tejidos cerebrales de monos cynomolgus adultos y juveniles a los que se les administrd un vehiculo,
1,8 mg de rhASA o 18,6 mg de rhASA. Cada una de las Figuras 44A-G corresponde a una region del tejido cerebral
representada en la Figura 39.

Las Figuras 45A y B ilustran una comparaciéon ejemplar de las concentraciones de arilsulfatasa A humana
recombinante (rhASA) detectadas en la sustancia blanca profunda (Figura 45A) o en los tejidos cerebrales de materia
gris profunda (Figura 45B) de monos cynomolgus adultos y juveniles que se administraron por via intratecal (IT) o
intracerebroventricular (ICV) rhASA.

La Figura 46A ilustra las concentraciones de rhASA detectadas en varios golpes de tejido obtenidos de monos
cynomolgus juveniles (<12 meses de edad) administrados por IT con una dosis de 18,6 o 1,8 mg de arilsulfatasa A
humana recombinante (rhASA). Como se ilustra en ambas Figuras 40A-B, la concentracion de rhASA entregada a los
tejidos estaba dentro, o excedia de otro modo la concentracion terapéutica diana de 2,5 mg/mg de proteina. Las
regiones anatémicas del tejido cerebral que corresponden a cada uno de los nimeros de punzdn representados en la
Figura 46A y la Figura 46B son: la sustancia blanca subcortical (1); materia blanca periventricular y materia blanca
profunda (2); sustancia blanca subcortical (3); sustancia blanca subcortical (4); capsula interna (5); nacleo caudado de
la capsula interna (6); materia blanca profunda (7); sustancia blanca subcortical y corteza (8); putamen (9); materia
blanca subcortical temporal y corteza (10), materia gris profunda (11), materia gris profunda (12), periventricular frontal
y subcortical (13); sustancia blanca subcortical, corteza superficial perifalxiana (14); cuerpo calloso y sustancia blanca
subcortical pericallosal (15); materia blanca subcortical profunda (16); materia gris profunda (17); materia gris profunda
(18); sustancia blanca periventricular (19); materia blanca subcortical profunda (20); hipocampo (21); cuerpo calloso
(22); materia blanca profunda (23); sustancia blanca subcortical, I6bulo occipital (24); y sustancia blanca cerebelosa
(25).

La Figura 47A ilustra el area de tejido de sustancia blanca profunda extraida de un mono cynomolgus administrado
con IT 1,8 mg de rhASA. La Figura 47B ilustra la inmunotincién del tejido de la sustancia blanca profunda y la
distribucion revelada de rhASA en células relevantes. La Figura 47C ilustra que el rhASA administrado por IT demostré
la ubicacién conjunta de organulos en los tejidos profundos de la sustancia blanca del mono cynomolgus y, en
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particular, en los lisosomas. En la Figura 47C, la inmunotincion ASA se ilustra en el cuadro superior izquierdo.

La Figura 48 compara la distribucion de 124 arilsulfatasa A marcada con | (rhASA) usando exploracién PET 24 horas
después de la administracion por IT o ICV de dicha rhASA marcada a un mono cynomolgus.

La Figura 49 ilustra la distribucién de ASA marcado con 24l inmediatamente después de la administracion de ICV a
un mono cynomolgus, y compara la distribucion de ASA marcado con 24| administrado por IT dentro de 2-5 h. Como
se demostro, la administracion de IT entregd el ASA marcado con 2l a los mismos compartimentos iniciales (cisternas
y columna proximal) que el que se muestra para la administracién de ICV.

La Figura 50 muestra ejemplos de administracién de ICV y IT en un modelo de ratén.

La Figura 51 representa un ejemplo de dispositivo de administracién de farmacos intratecal (IDDD).

La Figura 52 representa un ejemplo de sistema de acceso implantable intratecal de bajo perfil PORT-A-CATH®.
La Figura 53 representa un dispositivo de suministro de farmaco intratecal ejemplar (IDDD).

La Figura 54 representa un dispositivo de administracién de farmacos intratecal (IDDD) ejemplar, que permite la
administracion en el hogar para la terapia de reemplazo de enzimas del SNC (ERT).

La Figura 55 ilustra un diagrama ejemplar de un dispositivo de administracién de farmacos intratecal (IDDD) con un
mecanismo de seguridad.

La Figura 56 representa ubicaciones ejemplares dentro del cuerpo de un paciente donde se puede colocar un IDDD;
la Figura 56B representa varios componentes de un dispositivo de administraciéon de farmacos intratecal (IDDD); y la
Figura 56C representa una ubicacién de insercién ejemplar dentro del cuerpo de un paciente para inyeccion lumbar

DEFINICIONES

A fin de que la presente invencion se comprenda mas facilmente, ciertos términos se definen primero a
continuacion. Las definiciones adicionales para los siguientes términos y otros términos se establecen a lo largo de la
especificacion.

Aproximadamente o alrededor de: Como se usa en el presente documento, el término “aproximadamente” o
“alrededor de”, como se aplica a uno o mas valores de interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de
referencia establecido. En ciertas realizaciones, el término “aproximadamente” o “alrededor de” se refiere a un rango
de valores que se encuentran dentro del 25%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%,
7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% o0 menos en cualquier direccién (mayor o menor que) del valor de referencia indicado a
menos que se indique lo contrario o sea evidente por el contexto (excepto donde dicho numero excederia el 100% de
un valor posible).

Mejoria: como se usa en el presente documento, el término "mejoria" se refiere a la prevencion, reduccion o
paliacion de un estado o mejora del estado de un sujeto. La mejora incluye, pero no requiere la recuperacién completa
o la prevencién completa de una enfermedad. En algunas realizaciones, la mejora incluye niveles crecientes de
proteina relevante o su actividad que es deficiente en tejidos de enfermedad relevantes.

Bioldgicamente activo: como se usa en el presente documento, la frase "biolégicamente activo” se refiere a
una caracteristica de cualquier agente que tiene actividad en un sistema biol6gico, y particularmente en un organismo.
Por ejemplo, un agente que, cuando se administra a un organismo, tiene un efecto biolégico sobre ese organismo, se
considera biol6gicamente activo. En realizaciones particulares, donde una proteina o polipéptido es biol6gicamente
activo, una porcion de esa proteina o polipéptido que comparte al menos una actividad biolégica de la proteina o
polipéptido se denomina tipicamente una porcion "biolégicamente activa".

Agente de carga: Como se usa en el presente documento, el término "agente de carga" se refiere a un
compuesto que agrega masa a la mezcla liofilizada y contribuye a la estructura fisica de la torta liofilizada (por ejemplo,
facilita la produccién de una torta liofilizada esencialmente uniforme que mantiene una estructura de poros abiertos).
Ejemplos de agentes de carga incluyen manitol, glicina, cloruro de sodio, hidroxietilaimidén, lactosa, sacarosa,
trehalosa, polietilenglicol y dextrano.

Receptor de manosa-6-fosfato independiente de cationes (CI-MPR): como se usa en el presente documento,
el término "receptor de manosa-6-fosfato independiente de cationes (CI-MPR)" se refiere a un receptor celular que se
une a la manosa-6-fosfato (M6P) en los precursores de la hidrolasa acida en el aparato de Golgi que estan destinados
al transporte al lisosoma. Ademas de manosa-6-fosfatos, el CI-MPR también se une a otras proteinas, incluido IGF-II.
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El CI-MPR también se conoce como "receptor M6P/IGF-II", "receptor CI-MPR/IGF-II", "receptor IGF-II" o "receptor
IGF2". Estos términos y abreviaturas de los mismos se usan indistintamente en el presente documento.

Terapia inmunosupresora concurrente: Como se usa en el presente documento, el término "terapia
inmunosupresora concurrente" incluye cualquier terapia inmunosupresora utilizada como pretratamiento,
preacondicionamiento o en paralelo a un método de tratamiento.

Diluyente: Como se usa en el presente documento, el término "diluyente" se refiere a una sustancia diluyente
farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, segura y no téxica para la administracion a un humano) util para la
preparacion de una formulacion reconstituida. Los diluyentes ejemplares incluyen agua estéril, agua bacteriostatica
para inyeccion (BWFI), una soluciéon tamponada con pH (por ejemplo, soluciéon salina tamponada con fosfato), solucién
salina estéril, solucion de Ringer o solucion de dextrosa.

Forma de dosificacion: Como se usa en el presente documento, los términos "forma de dosificaciéon" y "forma
de dosificacién unitaria" se refieren a una unidad fisicamente discreta de una proteina terapéutica para el paciente a
tratar. Cada unidad contiene una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado. Sin embargo, se entendera que la dosificacién total de la composicién sera decidida por el médico
tratante dentro del alcance del buen juicio médico.

Terapia de reemplazo de enzimas (ERT): Como se usa en el presente documento, el término "terapia de
reemplazo de enzimas (ERT)" se refiere a cualquier estrategia terapéutica que corrige una deficiencia de enzimas
proporcionando la enzima faltante. La enzima faltante puede proporcionarse mediante administracion intratecal. La
enzima faltante puede proporcionarse mediante infusion en el vapor de sangre. Una vez administrada, la enzima es
absorbida por las células y transportada al lisosoma, donde la enzima actlda para eliminar el material que se ha
acumulado en los lisosomas debido a la deficiencia enzimatica. Tipicamente, para que la terapia de reemplazo de la
enzima lisos6mica sea eficaz, la enzima terapéutica se administra a los lisosomas en las células apropiadas en los
tejidos diana donde se manifiesta el defecto de almacenamiento.

Mejorar, aumentar o reducir: como se usa en el presente documento, los términos "mejorar", "aumentar" o
"reducir", o equivalentes gramaticales, indican valores relativos a una medicién de referencia, como una medicién en
el mismo individuo antes del inicio del tratamiento descrito aqui, 0 una medicién en un individuo de control (o individuos
de control multiple) en ausencia del tratamiento descrito aqui. Un "individuo de control" es un individuo afectado con
la misma forma de enfermedad de almacenamiento lisosomico que el individuo que esta siendo tratado, que tiene
aproximadamente la misma edad que el individuo que esta siendo tratado (para asegurar que las etapas de la
enfermedad en el individuo tratado y el control individuo(s) son comparables).

Individuo, sujeto, paciente: como se usa en el presente documento, los términos "sujeto", "individuo" o
"paciente" se refieren a un sujeto humano o un mamifero no humano. El individuo (también denominado "paciente" o
"sujeto") que se esta tratando es un individuo (feto, bebé, nifio, adolescente o adulto humano) que padece una
enfermedad.

Administracion intratecal: como se usa en el presente documento, el término "administracion intratecal”" o
"inyeccion intratecal” se refiere a una inyeccion en el canal espinal (espacio intratecal que rodea la médula espinal).
Se pueden usar diversas técnicas, que incluyen, sin limitacion, inyeccién cerebroventricular lateral a través de un
agujero de perforacion o puncién cisternal o lumbar o similares. En algunas realizaciones, "administracion intratecal"
o "administracién intratecal" segun la presente invencién se refiere a administracion o administracién de IT a través
del area o region lumbar, es decir, administracion o administracién de IT lumbar. Como se usa en el presente
documento, el término "region lumbar" o "area lumbar" se refiere al area entre la tercera y cuarta vértebras lumbares

(parte inferior de la espalda) y, mas inclusivamente, la region L2-S1 de la columna vertebral.

Enlazador: Como se usa en el presente documento, el término "enlazador" se refiere, en una proteina de
fusién, a una secuencia de aminoé&cidos distinta de la que aparece en una posicién particular en la proteina natural y
generalmente esta disefiada para ser flexible o para interponer una estructura, como una a-hélice, entre dos restos
proteicos. Un enlazador también se conoce como espaciador.

Lioprotector: Como se usa en el presente documento, el término "Lioprotector" se refiere a una molécula que
previene o reduce la inestabilidad quimica y/o fisica de una proteina u otra sustancia tras la liofilizacién y el
almacenamiento posterior. Los ejemplos de lioprotectores incluyen azlcares tales como sacarosa o trehalosa; un
aminoacido tal como glutamato monosédico o histidina; una metilamina como la betaina; una sal liotropica tal como
sulfato de magnesio: un poliol tal como alcoholes trihidroxilados o de azlcar superior, por ejemplo, glicerina, eritritol,
glicerol, arabitol, xilitol, sorbitol y manitol; propilenglicol; polietilenglicol; Pluronics; y combinaciones de los mismos. En
algunas realizaciones, un lioprotector es un azlcar no reductor, tal como trehalosa o sacarosa.

Enzima lisosémica: Como se usa en el presente documento, el término "enzima lisosomica" se refiere a
cualquier enzima que sea capaz de reducir los materiales acumulados en los lisosomas de mamiferos o que pueda
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rescatar o mejorar uno 0 mas sintomas de la enfermedad de almacenamiento lisosémico. Las enzimas lisosémicas
adecuadas para la invencion incluyen enzimas lisosdmicas tanto de tipo salvaje como modificadas y pueden producirse
usando métodos recombinantes y sintéticos o purificarse de fuentes naturales. Ejemplos de enzimas lisosomales se
enumeran en la Tabla 1.

Deficiencia de enzimas lisosomales: Como se usa en el presente documento, "deficiencia de enzimas
lisosomales" se refiere a un grupo de trastornos genéticos que resultan de la deficiencia en al menos una de las
enzimas que se requieren para romper macromoléculas (p. ej., sustratos enzimaticos) hasta péptidos, aminoacidos,
monosacaridos, acidos nucleicos y acidos grasos en los lisosomas. Como resultado, las personas que padecen
deficiencias de enzimas lisosémicas han acumulado materiales en varios tejidos (p. ej., SNC, higado, bazo, intestino,
paredes de los vasos sanguineos y otros 6rganos).

Enfermedad de almacenamiento lisosémico: Como se usa en el presente documento, el término "enfermedad
de almacenamiento lisosémico” se refiere a cualquier enfermedad resultante de la deficiencia de una o mas enzimas
lisosbmicas necesarias para metabolizar las macromoléculas naturales. Estas enfermedades tipicamente resultan en
la acumulacién de moléculas no degradadas en los lisosomas, lo que resulta en un mayor nimero de granulos de
almacenamiento (también llamados vesiculas de almacenamiento). Estas enfermedades y varios ejemplos se
describen con més detalle a continuacion.

Polipéptido: Como se usa en el presente documento, un "polipéptido", en general, es una cadena de al menos
dos aminodcidos unidos entre si por un enlace peptidico. En algunas realizaciones, un polipéptido puede incluir al
menos 3-5 aminoacidos, cada uno de los cuales esta unido a otros por medio de al menos un enlace peptidico.
Aquellos de experiencia ordinaria en la técnica apreciaran que los polipéptidos a veces incluyen acidos "no naturales"
de aminodacido o de otras entidades que, sin embargo son capaces de la integracion en una cadena polipeptidica,
opcionalmente.

Enzima de reemplazo: Como se usa en el presente documento, el término "enzima de reemplazo” se refiere
a cualquier enzima que pueda actuar para reemplazar al menos en parte la enzima deficiente o faltante en una
enfermedad a tratar. El término " enzima de reemplazo " se refiere a cualquier enzima que puede actuar para
reemplazar al menos en parte la enzima lisosémica deficiente o faltante en una enfermedad de almacenamiento
lisosomal a tratar. Una enzima de reemplazo es capaz de reducir los materiales acumulados en los lisosomas de
mamiferos o que puede rescatar 0 mejorar uno 0 mas sintomas de la enfermedad de almacenamiento lisosémico. Las
enzimas de reemplazo adecuadas para la invencion incluyen enzimas lisosémicas tanto de tipo salvaje como
modificadas y pueden producirse usando métodos recombinantes y sintéticos o purificarse de fuentes naturales. Una
enzima de reemplazo puede ser una enzima recombinante, sintética, activada por genes o natural.

Soluble: Como se usa en el presente documento, el término "soluble" se refiere a la capacidad de un agente
terapéutico para formar una solucién homogénea. La solubilidad del agente terapéutico en la solucién en donde se
administra y por la cual se transporta al sitio de accion objetivo (p. €j., las células y los tejidos del cerebro) es suficiente
para permitir la administracion terapéutica. cantidad efectiva del agente terapéutico en el sitio de accion objetivo. Varios
factores pueden afectar la solubilidad de los agentes terapéuticos. Por ejemplo, los factores relevantes que pueden
afectar la solubilidad de la proteina incluyen la fuerza iénica, la secuencia de aminoacidos y la presencia de otros
agentes 0 sales co-solubilizantes (por ejemplo, sales de calcio). En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas se formulan de tal manera que las sales de calcio se excluyen de tales composiciones. El agente
terapéutico de acuerdo con la presente invencién es soluble en su composicién farmacéutica correspondiente. Se
apreciara que, aunque las soluciones isotonicas se prefieren generalmente para farmacos administrados por via
parenteral, el uso de soluciones isoténicas puede limitar la solubilidad adecuada para algunos agentes terapéuticos y,
en particular, algunas proteinas y/o enzimas. Se ha demostrado que las soluciones ligeramente hiperténicas (p. €j.,
hasta 175 mM de cloruro de sodio en fosfato de sodio 5 mM a pH 7,0) y las soluciones que contienen azucar (p. €j.,
hasta sacarosa al 2% en fosfato de sodio 5 mM a pH 7,0) son bien toleradas en los monos. Por ejemplo, la composicion
de formulacion de bolo aprobada por el SNC mas comun es la solucién salina (NaCl 150 mM en agua).

Estabilidad: Como se usa en el presente documento, el término "estable" se refiere a la capacidad del agente
terapéutico (p. ej., Una enzima recombinante) para mantener su eficacia terapéutica (p. €j., la totalidad o la mayoria
de su actividad biolégica y/o integridad fisicoquimica) periodos prolongados de tiempo. La estabilidad de un agente
terapéutico y la capacidad de la composicion farmacéutica para mantener la estabilidad de dicho agente terapéutico
pueden evaluarse durante periodos de tiempo prolongados (por ejemplo, durante al menos 1, 3, 6, 12, 18, 24, 30, 36
meses 0 mas). En general, las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento se han formulado de
manera que sean capaces de estabilizar, o alternativamente, ralentizar o prevenir la degradacion, de uno o mas
agentes terapéuticos formulados con ellos (por ejemplo, proteinas recombinantes). En el contexto de una formulacién
de una formulacion estable es una en donde el agente terapéutico retiene en ella esencialmente su fisico y/o quimico
integridad y la actividad biolégica durante el almacenamiento y durante los procesos (tales como
congelacién/descongelacién, mezcla mecanica y liofilizacién). Para la estabilidad de la proteina, se puede medir
mediante la formacion de agregados de alto peso molecular (HMW), pérdida de actividad enzimatica, generacién de
fragmentos de péptidos y desplazamiento de los perfiles de carga.
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Sujeto: Como se usa en el presente documento, el término "sujeto” significa cualquier mamifero, incluyendo
los humanos. En ciertas realizaciones, el sujeto es un adulto, un adolescente o un bebé.

Homologia sustancial: |a frase "homologia sustancial" se usa en el presente documento para referirse a una
comparacién entre secuencias de aminoacidos o de acido nucleico. Como apreciaran los expertos en la técnica,
generalmente se considera que dos secuencias son "sustancialmente homoélogas" si contienen residuos homélogos
en las posiciones correspondientes. Los residuos homoélogos pueden ser residuos idénticos. Alternativamente, los
residuos homélogos pueden ser residuos no idénticos con caracteristicas estructurales y/o funcionales
apropiadamente similares. Por ejemplo, como es bien conocido por aquellos de habilidad ordinaria en la técnica,
ciertos aminodcidos se clasifican tipicamente como aminoacidos "hidréfobo” o "hidréfilo”, y/o como que tienen cadenas
laterales "polar" o "no polares" La sustitucion de un aminoacido por otro del mismo tipo a menudo puede considerarse
una sustitucién "homadloga".

Como es bien sabido en esta técnica, las secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos se pueden
comparar usando cualquiera de una variedad de algoritmos, incluidos los disponibles en programas informaticos
comerciales como BLASTN para secuencias de nucleétidos y BLASTP, BLACK interrumpido y PSI-BLAST para
secuencias de aminoacidos. Ejemplos de tales programas se describen en Altschul, et al., herramienta béasica de
busqueda de alineacién local, J. Mol. Biol., 215 (3): 403-410, 1990; Altschul, et al., Methods in Enzymology; Altschul,
et al., "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs”, Nucleic Acids Res.
25:3389-3402, 1997; Baxevanis, et al., Bioinformatics : A Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins, Wiley,
1998; y Misener, et al., (eds.), Bioinformatics Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology, Vol. 132), Humana
Press, 1999. Ademas de identificar secuencias homologas, los programas mencionados anteriormente proporcionan
tipicamente una indicacion del grado de homologia. Se considera que dos secuencias son sustancialmente homologas
si al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
mas de sus residuos correspondientes son homdélogos en un tramo relevante de residuos. En algunas realizaciones,
el estiramiento relevante es una secuencia completa. En algunas realizaciones, el estiramiento relevante es al menos
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325,
350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 o mas residuos.

Identidad sustancial: La frase "identidad sustancial" se usa en el presente documento para referirse a una
comparacién entre secuencias de aminoacidos o de &cido nucleico. Como apreciaran los expertos en la materia,
generalmente se considera que dos secuencias son "sustancialmente idénticas" si contienen residuos idénticos en las
posiciones correspondientes. Como es bien sabido en esta técnica, las secuencias de aminoacidos o de acidos
nucleicos se pueden comparar usando cualquiera de una variedad de algoritmos, incluidos los disponibles en
programas informaticos comerciales como BLASTN para secuencias de nucleétidos y BLASTP, BLACK interrumpido
y PSI-BLAST para secuencias de aminoacidos Ejemplos de tales programas se describen en Altschul, et al., Basic
local alignment search tool, J. Mol. Biol., 215(3): 403-410, 1990; Altschul, et al., Methods in Enzymology;
Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997; Baxevanis et al., Bioinformatics : A Practical Guide to the
Analysis of Genes and Proteins, Wiley, 1998; and Misener, et al., (eds.), Bioinformatics Methods and Protocols
(Methods in Molecular Biology, Vol. 132), Humana Press, 1999. Ademas de identificar secuencias idénticas, los
programas mencionados anteriormente tipicamente proporcionan una indicacién del grado de identidad. Se considera
que dos secuencias son sustancialmente idénticas si al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 mas de sus residuos correspondientes son idénticos en un tramo
relevante de residuos. En algunas realizaciones, el estiramiento relevante es una secuencia completa. En algunas
realizaciones, el estiramiento relevante es al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 o0 mas residuos.

CSF sintético: Como se usa en este documento, el término "CSF sintético" se refiere a una solucién que tiene
pH, composicién de electrolitos, contenido de glucosa y osmalaridad consistente con el liquido cefalorraquideo. El
LCR sintético también se conoce como LCR artificial. En algunas realizaciones, el CSF sintético es una solucion B de
Elliott.

Adecuado para el suministro de SNC: Como se usa en el presente documento, la frase "adecuado para el
suministro de SNC" o "adecuado para el suministro intratecal" en lo que se refiere a las composiciones farmacéuticas
de la presente invencién generalmente se refiere a las propiedades de estabilidad, tolerabilidad y solubilidad de tales
composiciones, asi como la capacidad de tales composiciones para administrar una cantidad eficaz del agente
terapéutico contenido en el sitio de administracion objetivo (por ejemplo, el LCR o el cerebro).

Tejidos diana: Como se usa en el presente documento, el término "tejidos diana" se refiere a cualquier tejido
afectado por la enfermedad de almacenamiento lisosomal a tratar o cualquier tejido en donde la enzima lisosomal
deficiente se expresa normalmente. En algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos en los que
hay una cantidad detectable o anormalmente alta de sustrato enzimatico, por ejemplo almacenado en los lisosomas
celulares del tejido, en pacientes que padecen o son susceptibles a la enfermedad de almacenamiento lisosémico. En
algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos que muestran patologia, sintoma o caracteristica
asociada a la enfermedad. En algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos en los que la enzima
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lisosémica deficiente se expresa normalmente a un nivel elevado. Como se usa en el presente documento, un tejido
diana puede ser un tejido diana cerebral, un tejido diana de la médula espinal y/o un tejido diana periférico. Los tejidos
diana ejemplares se describen en detalle a continuacién.

Resto terapéutico: Como se usa en el presente documento, el término "resto terapéutico” se refiere a una
porcién de una molécula que produce el efecto terapéutico de la molécula. En algunas realizaciones, un resto
terapéutico es un polipéptido que tiene actividad terapéutica.

Cantidad terapéuticamente efectiva: Como se usa en el presente documento, el término "cantidad
terapéuticamente efectiva” se refiere a una cantidad de una proteina terapéutica (por ejemplo, enzima de reemplazo)
que confiere un efecto terapéutico en el sujeto tratado, a una relacién beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier
médico tratamiento. El efecto terapéutico puede ser objetivo (es decir, medible por alguna prueba o marcador) o
subjetivo (es decir, el sujeto da una indicacién o siente un efecto). En particular, la "cantidad terapéuticamente efectiva"
se refiere a una cantidad de una proteina terapéutica o composicion efectiva para tratar, mejorar o prevenir una
enfermedad o afeccién deseada, o para exhibir un efecto terapéutico o preventivo detectable, tal como al mejorar los
sintomas asociados con la enfermedad, previniendo o retrasando la aparicion de la enfermedad, y/o también
disminuyendo la severidad o frecuencia de los sintomas de la enfermedad. Una cantidad terapéuticamente efectiva se
administra comunmente en un régimen de dosificacion que puede comprender multiples dosis unitarias. Para cualquier
proteina terapéutica particular, una cantidad terapéuticamente efectiva (y/o una dosis unitaria apropiada dentro de un
régimen de dosificacion eficaz) puede variar, por ejemplo, dependiendo de la via de administracion, en combinacion
con otros agentes farmacéuticos. Ademas, la cantidad terapéuticamente eficaz especifica (y/o dosis unitaria) para
cualquier paciente particular puede depender de una variedad de factores incluyendo el trastorno a tratar y la gravedad
del trastorno; la actividad del agente farmacéutico especifico empleado; la composicion especifica empleada; la edad,
peso corporal, salud general, sexo y dieta del paciente; el tiempo de administracion, la ruta de administracion y/o la
tasa de excrecion o metabolismo de la proteina de fusion especifica empleada; la duracidn del tratamiento; y factores
similares como es bien conocido en las técnicas médicas.

Tolerable: Tal como se usa en el presente documento, los términos "tolerable" y "tolerabilidad" se refieren a
la capacidad de las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn para no provocar una reaccion adversa en
el sujeto al que se administra dicha composicién, o alternativamente no provocar una reacciéon grave. La reaccion
adversa en el sujeto al que se administra dicha composicion. Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion son bien toleradas por el sujeto al que se administran tales composiciones.

Tratamiento: Como se usa en el presente documento, el término "tratamiento" (también "tratar" o
"tratamiento") se refiere a cualquier administracién de una proteina terapéutica (p. €j., enzima lisosémica) que alivia,
mejora, inhibe, inhibe o retrasa parcial o completamente la aparicion de, reduce la gravedad y/o reduce la incidencia
de uno o mas sintomas o caracteristicas de una enfermedad, trastorno y/o afeccién en particular. Tal tratamiento
puede ser de un sujeto que no muestra signos de la enfermedad, trastorno y/o condicion relevante y/o de un sujeto
que exhibe solo signos tempranos de la enfermedad, trastorno y/o condicién. Alternativa o adicionalmente, dicho
tratamiento puede ser de un sujeto que exhibe uno o méas signos establecidos de la enfermedad, trastorno y/o
condicion relevante.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona, entre otras cosas, composiciones mejoradas para la administracién
directa eficaz de un agente terapéutico al sistema nervioso central (SNC) para su uso en un método de tratamiento de
la enfermedad de leucodistrofia metacromatica. Como se ha analizado anteriormente, la presente invencion se basa
en el descubrimiento inesperado de que una proteina ASA para tratar la enfermedad de leucodistrofia metacromatica
puede introducirse directamente en el liquido cefalorraquideo (CSF) de un sujeto que necesita tratamiento a una
concentracién alta sin inducir efectos adversos sustanciales en el sujeto. Mas sorprendentemente, los presentes
inventores descubrieron que la enzima ASA de reemplazo puede administrarse en una formulacién simple salina o a
base de tampon, sin usar CSF sintético. AUn mas inesperado, la administracion intratecal de acuerdo con la presente
invencion no da como resultado efectos adversos sustanciales, como una respuesta inmune grave, en el sujeto. Por
lo tanto, en algunas realizaciones, la administracion intratecal de acuerdo con la presente invencion puede usarse en
ausencia de terapia inmunosupresora concurrente (por ejemplo, sin induccion de tolerancia inmune por pretratamiento
o preacondicionamiento).

En algunas realizaciones, la entrega intratecal de acuerdo con la presente invencion permite la difusion
eficiente a través de varios tejidos cerebrales resultantes en la administracion eficaz de la enzima ASA de reemplazo
en varios tejidos cerebrales diana en superficie, regiones de poca profundidad y/o del cerebro profundo. En algunas
realizaciones, el suministro intratecal segln la presente invencién dio como resultado una cantidad suficiente de
enzimas de reemplazo que ingresan a la circulacién periférica. Como resultado, en algunos casos, el suministro
intratecal segun la presente invencion dio como resultado el suministro de la enzima de reemplazo en tejidos
periféricos, tales como higado, corazén, bazo y rifién. Este descubrimiento es inesperado y puede ser particularmente
util para el tratamiento de enfermedades de almacenamiento lisosémico que tienen componentes del SNC vy
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periféricos, que tipicamente requeririan tanto la administracién intratecal regular como la administracién intravenosa.
Se contempla que el suministro intratecal de acuerdo con la presente invencion puede permitir una dosificacion y/o
frecuencia reducida de inyeccion iv sin comprometer los efectos terapéuticos en el tratamiento de los sintomas
periféricos.

La presente invencion proporciona varias caracteristicas inesperadas y beneficiosas que permiten la
administracion eficiente y conveniente de las enzimas de reemplazo para diversos tejidos diana cerebro, dando como
resultado un tratamiento eficaz de enfermedades de almacenamiento lisosomal que tienen indicaciones del SNC.

Proteinas terapéuticas

En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas por la presente invencién se utilizan para
entregar una arilsulfatasa A de proteinas (ASA) en el SNC para el tratamiento de la enfermedad de leucodistrofia
metacromatica. Una proteina ASA adecuada puede ser cualquier molécula o una porcién de una molécula que pueda
sustituir a la actividad de la proteina arilsulfatasa A (ASA) natural o rescatar uno o mas fenotipos o sintomas asociados
con la deficiencia de ASA. En algunas realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con
la invencion es un polipéptido que tiene un N-terminal y un C-terminal y una secuencia de aminoacidos sustancialmente
similar o idéntica a la proteina ASA humana madura.

Tipicamente, ASA humano se produce como una molécula de precursor que se procesa a una forma madura.
Este proceso generalmente ocurre mediante la eliminacién del péptido sefal de 18 aminoacidos. Tipicamente, la forma
precursora también se conoce como precursora de longitud completa o proteina ASA de longitud completa, que
contiene 507 aminodcidos. Los 18 aminoacidos N-terminales se escinden, lo que da como resultado una forma madura
que tiene 489 aminodcidos de longitud. Por lo tanto, se contempla que los 18 aminoacidos N-terminales generalmente
no se requieren para la actividad de la proteina ASA. Las secuencias de amino&cidos de la forma madura (SEQ ID
NO: 1) y precursor de longitud completa (SEQ ID NO: 2) de una de tipo salvaje tipica o de proteinas de ASA humana
de origen natural se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1. Arilsulfatasa A humana

RPPNIVLIFADDLGYGDLGCYGHPSSTTPNLDOLAAGGLRFTDFYVPVSLCTPS
RAALLTGRLPVRMGMYPGVLVPSSRGGLPLEEVTVAEVLAARGY LTGMAGKWHL
GVGPEGAFLPPHQGFHRFLGIPYSHDQGPCONLTCFPPATPCDGGCDOGLVPIP
LLANLSVEAQPPWLPGLEARYMAFAHDLMADAQRQDRPFFLYYASHHTHY PQFS
GQOSFAERSGRGPFGDSLMELDAAVGTLMTAIGDLGLLEETLVIFTADNGPETMR
Forma madura MSRGGCSGLLRCGKGTTYEGGVREPALAFWPGHIAPGVTHELASSLDLLPTLAA
LAGAPLPNVTLDGFDLS PLLLGTGKS PROSLFFYPSYPDEVRGVFAVRTGKYKA
HFFTQGSAHSDTTADPACHASSSLTAHEPPLLYDLSKDPGENYNLLGGVAGATP

EVLOALKQLQLLKAQLDAAVTFGPSQVARGEDPALQICCHPGCTPRPACCHCPD
PHA (SEQ ID NO:1)

MGAPRSLLLALAAGLAVARPPNIVLIFADDLGYGDLGCYGHPSSTTPNLDQLAA
GGLRFTDFYVPVSLCTPSRAALLTGRLPVRMGMYPGVLVPSSRGGLPLEEVTVA
EVLAARGYLTGMAGKWHLGVGPEGAFLPPHQGFHRFLGIPYSHDQGPCONLTCF
PPATPCDGGCDQGLVPIPLLANLSVEAQPPWLPGLEARYMAFAHDLMADAQRQD
Precursor de | RPFFLYYASHHTHY PQFSGQSFAERSGRGPFGDSLMELDAAVGTLMTAIGDLGL
longitud completa LEETLVIFTADNGPETMRMSRGGCSGLLRCGKGTTYEGGVREPALAFWPGHIAP
GVTHELASSLDLLPTLAALAGAPLPNVTLDGFDLSPLLLGTGKSPRQSLFFYPS
YPDEVRGVFAVRTGKYKAHFFTQGSAHSDTTADPACHASSSLTAHEPPLLYDLS
KDPGENYNLLGGVAGATPEVLOALKQLOQLLKAQLDAAVTFGPSQVARGEDPALQ
ICCHPGCTPRPACCHCPDPHA (SEQ ID NO:2)

Por lo tanto, en algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la presente invencion es la proteina
ASA humana madura (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado puede ser un
homologo o un anélogo de la proteina ASA humana madura. Por ejemplo, un homélogo o un analogo de la proteina
ASA humana madura puede ser una proteina ASA humana madura modificada que contiene una o més sustituciones,
deleciones y/o inserciones de aminoacidos en comparacion con una proteina ASA natural o natural (p. ej., SEQ ID
NO: 1), mientras se mantiene una actividad proteica ASA sustancial. Por lo tanto, en algunas realizaciones, un resto
terapéutico adecuado para la presente invencién es sustancialmente homélogo a la proteina ASA humana madura
(SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la presente invencion tiene una
secuencia de aminoacidos al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mas homologo a la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado
para la presente invencioén es sustancialmente idéntico a la proteina ASA humana madura (SEQ ID NO: 1). En algunas
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realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la presente invencion tiene una secuencia de aminoacidos al menos
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 mas idénticos
ala SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la presente invencién contiene un
fragmento o una porcién de proteina ASA humana madura.

Como alternativa, una enzima de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con la presente invencién es
la proteina ASA de longitud completa. En algunas realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada puede ser un
homologo o un andlogo de la proteina ASA humana de longitud completa. Por ejemplo, un homdélogo o un andlogo de
la proteina ASA humana de longitud completa puede ser una proteina ASA humana de longitud completa modificada
que contiene una o mas sustituciones, deleciones de aminoacidos,y/o inserciones en comparacion con una proteina
ASA natural o de longitud completa (p. €j., SEQ ID NO: 2), mientras se mantiene una actividad proteica ASA sustancial.
Por lo tanto, en algunas realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para la presente invenciéon es
sustancialmente homéloga a la proteina ASA humana de longitud completa (SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones,
una enzima de reemplazo adecuada para el presente la invencion tiene una secuencia de aminodacidos al menos 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas homdblogo a
la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para la presente invencion es
sustancialmente idéntica a la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para la
presente invencidn tiene una secuencia de aminoacidos al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 mas idénticos a la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, una
enzima de reemplazo adecuada para la presente invencion contiene un fragmento o una porcién de proteina ASA
humana de longitud completa. Como se usa en el presente documento, una proteina ASA de longitud completa
contiene tipicamente una secuencia de péptido senal.

En algunas realizaciones, una proteina terapéutica incluye un resto de direccionamiento (por ejemplo, una
secuencia de focalizaciéon de lisosoma) y/o un péptido penetrante de membrana. En algunas realizaciones, una
secuencia de direccionamiento y/o un péptido que penetra en la membrana es una parte intrinseca del resto
terapéutico (por ejemplo, a través de un enlace quimico, a través de una proteina de fusion). En algunas realizaciones,
una secuencia dirigida contiene un resto manosa-6-fosfato. En algunas realizaciones, una secuencia de
direccionamiento contiene un resto IGF-I. En algunas realizaciones, una secuencia de direccionamiento contiene un
resto IGF-II.

En algunas realizaciones, una enzima ASA de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con la invencién
puede tener una secuencia de origen natural o de tipo salvaje. En algunas realizaciones, una enzima ASA de
reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con la invencion puede tener una secuencia modificada que tiene una
homologia sustancial o que se identifique con la secuencia de tipo salvaje o de origen natural (por ejemplo, que tenga
por lo menos un 50%, 55%, 60% , 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% de identidad de secuencia con la
secuencia de tipo salvaje o de origen natural).

Una enzima ASA de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con la presente invencion puede producirse
mediante cualquier medio disponible. Por ejemplo, las enzimas de reemplazo pueden producirse de manera
recombinante utilizando un sistema de células huésped disefado para expresar un acido nucleico que codifica una
enzima de reemplazo. Alternativa o adicionalmente, pueden producirse enzimas de reemplazo activando genes
enddgenos. Alternativa o adicionalmente, las enzimas de sustitucién pueden prepararse parcial o totalmente mediante
sintesis quimica. Alternativa o adicionalmente, las enzimas de reemplazo también pueden purificarse a partir de
fuentes naturales.

Cuando las enzimas se producen de manera recombinante, puede usarse cualquier sistema de
expresion. Para dar s6lo unos pocos ejemplos, los sistemas de expresion conocidos incluyen, por ejemplo, células de
huevo, baculovirus, plantas, levaduras o mamiferos.

En algunas realizaciones, las enzimas adecuadas para su uso de acuerdo con la presente invencion se
producen en células de mamifero. Los ejemplos no limitativos de células de mamifero que pueden usarse de acuerdo
con la presente invencion incluyen la linea de mieloma de ratén BALB/c (NSO/I, ECACC N¢: 85110503); retinoblastos
humanos (PER.C6, CruCell, Leiden, Paises Bajos); linea CV1 de rifidn de mono transformada por SV40 (COS-7,
ATCC CRL 1651); linea de rifidn embrionario humano (293 o 293 células subclonadas para crecimiento en cultivo en
suspension, Graham et al., J. Gen Virol.,, 36:59,1977 ); linea celular de fibrosarcoma humano (por ejemplo,
HT1080); células de rifndn de cria de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino +/- DHFR
(CHO, Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216, 1980 ); células de sertoli de ratén (TM4, Mather,
Biol. Reprod., 23:243-251, 1980 ); células de rifidbn de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifidn de mono verde
africano (VERO-76, ATCC CRL-1 587); células de carcinoma de cuello uterino humano (HeLa, ATCC CCL 2); células
renales caninas (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de
pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratén (MMT
060562, ATCC CCL51); células TRI ( Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68, 1982 ); células MRC 5; células
FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2).
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En algunas realizaciones, las formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencién se usan para
administrar enzimas ASA de reemplazo producidas a partir de células humanas. En algunas realizaciones, las
formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencion se usan para administrar enzimas ASA de reemplazo
producidas a partir de células CHO.

En algunas realizaciones, las enzimas ASA de reemplazo para su uso de acuerdo con la invencién contienen
un resto que se une a un receptor en la superficie de las células cerebrales para facilitar la captacion celular y/o el
direccionamiento lisosomico. Por ejemplo, tal receptor puede ser el receptor de manosa-6-fosfato independiente de
cationes (CI-MPR) que se une a los residuos de manosa-6-fosfato (M6P). Ademas, el CI-MPR también se une a otras
proteinas, incluyendo IGF-Il. En algunas realizaciones, una enzima ASA de reemplazo adecuada para su uso de
acuerdo con la presente invencién contiene residuos de M6P en la superficie de la proteina. En algunas realizaciones,
una enzima ASA de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con la presente invencién puede contener
oligosacaridos bis-fosforilados que tienen una afinidad de unién mas alta por el CI-MPR. En algunas realizaciones, una
enzima adecuada contiene hasta aproximadamente una media de aproximadamente por lo menos el 20% de
oligosacaridos bis-fosforilados por enzima. En otras realizaciones, una enzima adecuada puede contener
aproximadamente un 10%, 15%, 18%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60% de oligosacaridos bis-
fosforilados por enzima. Aunque tales oligosacaridos bis-fosforilados pueden estar presentes de manera natural en la
enzima, debe tenerse en cuenta que las enzimas pueden modificarse para poseer tales oligosacaridos. Por ejemplo,
las enzimas de reemplazo adecuadas pueden ser modificadas por ciertas enzimas que son capaces de catalizar la
transferencia de N-acetilglucosamina-L-fosfato de UDP-GIcNAc a la posicién 6' de manosas a a-1,2-enlazadas en
enzimas lisosomales. Los métodos y composiciones para producir y usar tales enzimas se describen, por ejemplo, en
la Patente de Estados Unidos N® 6.537.785, y la Patente de Estados Unidos N2 6.534.300.

En algunas realizaciones, las enzimas ASA de reemplazo para su uso de acuerdo con la presente invencién
pueden conjugarse o fusionarse con un resto de direccionamiento lisosomal que es capaz de unirse a un receptor en
la superficie de las células cerebrales. Un resto de direccionamiento lisosomal adecuado puede ser IGF-1, IGF-II, RAP,
p97 y variantes, homologos o fragmentos de los mismos (por ejemplo, incluyendo aquellos péptidos que tienen una
secuencia por lo menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o 95% idéntica a una secuencia de péptido de IGF-I, IGF-II,
RAP, p97 humano maduro de tipo salvaje).

En algunas realizaciones, las enzimas ASA de reemplazo adecuadas para su uso de acuerdo con la presente
invencion no se han modificado para mejorar la liberacién o el transporte de tales agentes a través de la BBB y hacia
el SNC.

En algunas realizaciones, una proteina terapéutica incluye un resto de direccionamiento (por ejemplo, una
secuencia de direccionamiento de lisosomas) y/o un péptido que penetra en la membrana. En algunas realizaciones,
una secuencia de direccionamiento y/o un péptido que penetra en la membrana es una parte intrinseca del resto
terapéutico (por ejemplo, a través de un enlace quimico, a través de una proteina de fusion). En algunas realizaciones,
una secuencia de direccionamiento contiene un resto de manosa-6-fosfato. En algunas realizaciones, una secuencia
de direccionamiento contiene un resto de IGF-1. En algunas realizaciones, una secuencia de direccionamiento contiene
un resto de IGF-II.

Formulaciones

Soluciones acuosas farmacéuticas y composiciones (es decir, formulaciones) que se utilizan tradicionalmente
para entregar agentes terapéuticos al SNC de un sujeto incluyen solucion salina isoténica no tamponada y solucion B
de Elliott, que es artificial CSF. En la Tabla 3 a continuacion se incluye una comparaciéon que representa las
composiciones de CSF con respecto a la solucién B de Elliott. Como se muestra en la Tabla 3, la concentracién de la
Soluciéon B de Elliot es muy similar a la del LCR. Sin embargo, la solucion B de Elliott contiene una concentracion de
tampo6n muy baja y, en consecuencia, puede no proporcionar la capacidad de tamponamiento adecuada necesaria
para estabilizar los agentes terapéuticos (p. €j., Proteinas), especialmente durante periodos prolongados de tiempo
(p. €j., durante las condiciones de almacenamiento). Ademas, la solucion B de Elliott contiene ciertas sales que pueden
ser incompatibles con las formulaciones destinadas a administrar algunos agentes terapéuticos, y en particular
proteinas o enzimas. Por ejemplo, las sales de calcio presentes en la solucion B de Elliott son capaces de mediar la
precipitacion de proteinas y, por lo tanto, reducir la estabilidad de la formulacion.
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TABLA 3
Soluciéon Na* K+ Cat Mg** HCO3" CI pH Fosforo  Glucos
mEg/L mEg/L  mEg/L mEg/lL mEg/lL mEq/L mg/L amg/L
CSF 117-137 2,3 2,2 2,2 22,9 113-127 7,31 1,2-2,1 45-80
Elliott’'s 149 2,6 2,7 2,4 22,6 132 6,0-7,5 2,3 80

B Sol'n

La presente invencion proporciona formulaciones acuosas para el agente terapéutico que se ha formulado tal
que es capaz de estabilizar, o alternativamente retardar o prevenir la degradacion del agente terapéutico formulado
con el mismo (es decir, las proteinas recombinantes ASA).

Tal como se utiliza aqui, el término "estable" se refiere a la capacidad del agente terapéutico (es decir, la
enzima ASA recombinante) para mantener su eficacia terapéutica (por ejemplo, la totalidad o la mayor parte de su
actividad biolégica prevista y/o integridad fisicoquimica) durante largos periodos de tiempo. La estabilidad de un agente
terapéutico y la capacidad de la composicion farmacéutica para mantener la estabilidad de dicho agente terapéutico
pueden evaluarse durante periodos de tiempo prolongados (por ejemplo, preferiblemente durante al menos 1, 3, 6,
12, 18, 24, 30, 36 meses 0 mas). En el contexto de una formulacion, una formulacion estable es aquella en donde el
agente terapéutico en el mismo conserva esencialmente su integridad fisica y/o quimica y su actividad bioldgica
durante el almacenamiento y durante los procesos (tales como congelacién/descongelaciéon, mezcla mecanica y
liofilizacion). Para la estabilidad de la proteina, se puede medir mediante la formaciéon de agregados de alto peso
molecular (HMW), pérdida de actividad enzimatica, generacién de fragmentos de péptidos y desplazamiento de los
perfiles de carga.

La estabilidad del agente terapéutico es de particular importancia con respecto al mantenimiento del intervalo
especificado de la concentracion de agente terapéutico requerida para permitir que el agente cumpla su funcién
terapéutica pretendida. La estabilidad del agente terapéutico puede evaluarse adicionalmente en relacién con la
actividad bioldgica o la integridad fisicoquimica del agente terapéutico durante periodos prolongados de tiempo. Por
ejemplo, la estabilidad en un punto de tiempo dado puede ser comparado contra la estabilidad en un punto de tiempo
anterior (por ejemplo, de la formulacién dia 0) o en contra del agente terapéutico no formulado y los resultados de esta
comparacion, expresado como porcentaje. Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo
con la presente invencion mantienen al menos 100%, al menos 99%, al menos 98%, al menos 97% al menos 95%, al
menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, a al menos 75%, al menos 70%, al menos 65%, al menos 60%, al menos
55% o0 al menos 50% de la actividad biolégica o integridad fisicoquimica del agente terapéutico durante un periodo
prolongado de tiempo (por ejemplo, medido en al menos unos 6-12 meses, a temperatura ambiente o en condiciones
de almacenamiento acelerado).

Los agentes terapéuticos son preferiblemente solubles en las composiciones farmacéuticas para su uso de
acuerdo con la presente invencion. El término "soluble" en lo que se refiere al agente terapéutico de la presente
invencion se refiere a la capacidad de dicho agente terapéutico para formar una solucién homogénea. Preferiblemente,
la solubilidad del agente terapéutico en la solucidon en donde se administra y por la cual se transporta al sitio de accion
objetivo (por ejemplo, las células y los tejidos del cerebro) es suficiente para permitir el suministro de una cantidad
terapéuticamente efectiva del agente terapéutico para el sitio de accion objetivo. Varios factores pueden afectar la
solubilidad del agente terapéutico. Por ejemplo, los factores relevantes que pueden afectar la solubilidad de la proteina
incluyen la fuerza iénica, la secuencia de aminoacidos y la presencia de otros agentes o sales co-solubilizantes (por
ejemplo, sales de calcio). En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se formulan de tal manera que
se excluyen las sales de calcio de tales composiciones.

Las formulaciones adecuadas pueden contener el agente terapéutico a diversas concentraciones. En algunas
realizaciones, las formulaciones pueden contener la proteina o el agente terapéutico a una concentracion en el
intervalo de aproximadamente 10 mg/ml a 100 mg/ml. En algunas realizaciones, las formulaciones para su uso de
acuerdo con la invencion pueden contener un agente terapéutico a una concentracion de aproximadamente 10 mg/ml,
15 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 70 mg/ml, 80 mg/ml, 90 mg/ml o 100 mg/ml.

Las formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencidn se caracterizan por su tolerabilidad en
forma de soluciones acuosas o como soluciones liofilizadas reconstituidas. Como se usa en el presente documento,
los términos "tolerable" y "tolerabilidad" se refieren a la capacidad de las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion para no provocar una reaccion adversa en el sujeto al que se administra dicha composicion, o
alternativamente para no provocar una reaccién adversa grave. en el sujeto a quien se administra dicha composicién.
En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién son bien toleradas por el sujeto
al que se administran tales composiciones.

La enzima para su uso de acuerdo con la presente invencion requiere pH controlado y excipientes especificos
para mantener su solubilidad y la estabilidad en las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la
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presente invencion. La Tabla 4 a continuacion identifica los aspectos tipicos de las formulaciones de proteinas
consideradas para mantener la solubilidad y la estabilidad de los agentes terapéuticos de proteinas.

TABLA 4
Parametro Intervalo/tipo tipico Razon
pH 5a75 Para estabilidad
A veces también para solubilidad
Tipo de Acetato, succinato, citrato, Para mantener pH éptimo
tampdn histidina, fosfato o Tris También puede afectar estabilidad
Concentracion  5-50 mM Para mantener pH
de tampén También puede estabilizar o afadir fuerza
ibnica
Tonfiicante NaCl, azlicares, manitol Para producir soluciones iso-osmoticas o
isoténicas
Tensioactivo Polisorbato 20, polisorbato 80 Para estabilizar contra interfaces y esquilar
Otro Amino&cidos (p. €j. arginina) en Para solubilidad o estabilidad mejorada

decenas a cientos de mM

Tampones

El pH de la formulacion es un factor adicional que es capaz de alterar la solubilidad de un agente terapéutico
(por ejemplo, una enzima o proteina) en una formulacién acuosa o para una formulaciéon de pre-liofilizacion. Por
consiguiente, las formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencion comprenden uno 0 mas tampones.
Por consigueinte, las formulaciones acuosas comprenden una cantidad de tampdn suficiente para mantener el pH
optimo de dicha composicidn entre aproximadamente 4,0-8,0 (por ejemplo, aproximadamente 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0,
6,2, 6,4, 6,5, 6,6, 6,8, 7,0, 7,5 0 8,0). En algunas realizaciones, el pH de la formulacién esta entre aproximadamente
5,0-7,5, entre aproximadamente 5,5-7,0, entre aproximadamente 6,0-7,0, entre aproximadamente 5,5-6,0, entre
aproximadamente 5,5-6,5, entre aproximadamente 5,0-6,0, entre aproximadamente 5,0- 6,5 y entre aproximadamente
6,0-7,5. Los tampones adecuados incluyen, por ejemplo, acetato, citrato, histidina, fosfato, succinato,
tris(hidroximetil)aminometano ("Tris") y otros acidos organicos. La concentracion de tampén y el intervalo de pH de las
composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la presente invencion son factores para controlar o ajustar
la tolerabilidad de la formulacion. En algunas realizaciones, un agente tamponador esta presente en una concentracion
que varia entre aproximadamente 1 mM y aproximadamente 150 mM, o entre aproximadamente 10 mM y
aproximadamente 50 mM, o entre aproximadamente 15 mM y aproximadamente 50 mM, o entre aproximadamente 20
mM vy aproximadamente 50 mM, o entre aproximadamente 25 mM y aproximadamente 50 mM. En algunas
realizaciones, un agente tamponador adecuado esta presente a una concentracion de aproximadamente 1 mM, 5 mM,
10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, 45 mM 50 mM, 75 mM, 100 mM, 125 mM o 150 mM.

Tonicidad

En algunas realizaciones, las formulaciones también contienen un agente de isotonicidad para mantener las
formulaciones isoténicas. Tipicamente, por "isoténico" se entiende que la formulacion de interés tiene esencialmente
la misma presién osmotica que la sangre humana. Las formulaciones isoténicas generalmente tendran una presién
osmética de aproximadamente 240 mOsm/kg a aproximadamente 350 mOsm/kg. La isotonicidad se puede medir
utilizando, por ejemplo, una presién de vapor o osméMs de punto de congelacion. Ejemplos de agentes de isotonicidad
incluyen, pero no se limitan a, glicina, sorbitol, manitol, cloruro de sodio y arginina. En algunas realizaciones, los
agentes isoténicos adecuados pueden estar presentes en formulaciones acuosas y/o pre-liofilizadas a una
concentracién de aproximadamente 0,01 - 5% (por ejemplo, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,75, 1,0, 1,25, 1,5, 2,0,
2,5, 3,0, 4,0 0 5,0%) en peso. En algunas realizaciones, las formulaciones para liofilizaciéon contienen un agente de
isotonicidad para mantener las formulaciones de pre-liofilizacion o las formulaciones reconstituidas isotonicas.

Mientras que las soluciones generalmente isoténicas son las preferidas para los medicamentos administrados
por via parenteral, el uso de soluciones isoténicas puede cambiar la solubilidad de algunos agentes terapéuticos y en
particular algunas proteinas y/o enzimas. Se ha demostrado que las soluciones ligeramente hiperténicas (p. €j., cloruro
de sodio de hasta 175 mM en fosfato de sodio 5 mM a pH 7,0) y las soluciones que contienen azucar (p. €j., hasta
sacarosa al 2% en fosfato de sodio 5 mM a pH 7,0) han sido bien toleradas. La composicién de formulacién de bolo
aprobada por el SNC mas comun es la solucién salina (aproximadamente 150 mM de NaCl en agua).

Agentes estabilizantes

En algunas realizaciones, las formulaciones pueden contener un agente estabilizante, o lioprotector, para
proteger la proteina. Tipicamente, un agente estabilizador adecuado es un azlcar, un azlcar no reductor y/o un
aminoacido. Los azucares ejemplares incluyen, pero no se limitan a, dextrano, lactosa, manitol, manosa, sorbitol,

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 896 060 T3

rafinosa, sacarosa y trehalosa. Los aminoacidos ejemplares incluyen, pero no se limitan a, arginina, glicina y metionina.
Los agentes estabilizadores adicionales pueden incluir cloruro de sodio, hidroxietilalmidén y polivinilpirrolidona. La
cantidad de agente estabilizante en la formulacion liofilizada es generalmente tal que la formulacion sera isoténica.
Sin embargo, las formulaciones reconstituidas hiperténicas también pueden ser adecuadas. Ademas, la cantidad de
agente estabilizante no debe ser demasiado baja, de modo que se produzca una cantidad inaceptable de
degradacién/agregacion del agente terapéutico. Las concentraciones ejemplares de agente estabilizante en la
formulacién pueden variar de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 400 mM (por ejemplo, de aproximadamente
30 mM a aproximadamente 300 mM, y de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 100 mM), o alternativamente,
de 0,1% a 15% (por ejemplo, del 1% al 10%, del 5% al 15%, del 5% al 10%) en peso. En algunas realizaciones, la
proporcion de la cantidad en masa del agente estabilizante y el agente terapéutico es aproximadamente 1:1. En otras
realizaciones, la relacion de la cantidad de masa del agente estabilizante y el agente terapéutico puede ser de
aproximadamente 0,1:1, 0,2:1, 0,25:1, 0,4:1, 0,5:1, 1:1, 2:1, 2,6:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10; 1 0 20:1. En algunas realizaciones,
adecuadas para la liofilizacion, el agente estabilizante también es un lioprotector.

En algunas realizaciones, las formulaciones liquidas adecuadas para la presente invencién contienen
materiales amorfos. En algunas realizaciones, las formulaciones liquidas adecuadas para la presente invencion
contienen una cantidad sustancial de materiales amorfos (por ejemplo, formulaciones basadas en sacarosa). En
algunas realizaciones, las formulaciones liquidas adecuadas para la presente invencién contienen materiales
parcialmente cristalinos/parcialmente amorfos.

Agentes de carga

En algunas realizaciones, las formulaciones adecuadas para la liofilizacién pueden incluir ademas uno o mas
agentes de carga. Un "agente de carga" es un compuesto que agrega masa a la mezcla liofilizada y contribuye a la
estructura fisica de la torta liofilizada. Por ejemplo, un agente de carga puede mejorar la apariencia de la torta liofilizada
(por ejemplo, torta liofilizada esencialmente uniforme). Los agentes de carga adecuados incluyen, pero no se limitan
a, cloruro de sodio, lactosa, manitol, glicina, sacarosa, trehalosa, hidroxietilalmidon. Las concentraciones ejemplares
de agentes de carga son de aproximadamente 1% a aproximadamente 10% (por ejemplo, 1,0%, 1,5%, 2,0%, 2,5%,
3,0%, 3,5%, 4,0%, 4,5%, 5,0%, 5,5%, 6,0%, 6,5%, 7,0%, 7,5%, 8,0%, 8,5%, 9,0%, 9,5% y 10,0%).

Tensioactivos

En algunas realizaciones, es deseable afnadir un tensioactivo para formulaciones. Los tensioactivos
ejemplares incluyen tensioactivos no iénicos tales como polisorbatos (por ejemplo, polisorbatos 20 u 80); poloxameros
(por ejemplo, poloxamero 188); Tritdn; dodecil sulfato de sodio (SDS); laurel sulfato de sodio; octilglicésido de sodio;
lauril, miristil, linoleil o estearil sulfobetaina; lauril, miristil, linoleil o estearil sarcosina; linoleil, miristilo o cetil-betaina;
lauroamidopropilo, cocamidopropilo, linoleamidopropilo, miristamidopropilo, palmidopropilo o isoestearamidopropil-
betaina (por ejemplo, lauroamidopropilo); miristamidopropil-, palmidopropil- o isostearamidopropil-dimetilamina; metil
cocoil - sodio o disil restaurante de metilo disédico; y la serie MONAQUAT™ (Mona Industries, Inc., Paterson, NJ),
polietilenglicol, polipropilglicol y copolimeros de etileno y propilenglicol (por ejemplo, Pluronics, PF68, etc.).
Tipicamente, la cantidad de tensioactivo agregado es tal que reduce la agregacion de la proteina y minimiza la
formacion de particulas o efervescencias. Por ejemplo, un tensioactivo puede estar presente en una formulacion a una
concentracién de aproximadamente 0,001 - 0,5% (por ejemplo, aproximadamente 0,005 - 0,05%, o0 0,005 - 0,01%). En
particular, un surfactante puede estar presente en una formulacién a una concentracion de aproximadamente 0,005%,
0,01%, 0,02%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% o 0,5%, etc. Alternativamente, o ademas, el se puede agregar tensioactivo a
la formulacion liofilizada, formulacion pre-liofilizada y/o la formulacion reconstituida.

Otros vehiculos, excipientes farmacéuticamente aceptables o estabilizantes tales como los descritos en
Remington Pharmaceutical Sciences 162 edicién, Osol, A. Ed. (1980) pueden incluirse en la formulacién (y/o la
formulacion liofilizada y/o la formulacién reconstituida) siempre que no afecten negativamente las caracteristicas
deseadas de la formulacién. Los vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables no son téxicos para los receptores
a las dosis y concentraciones empleadas e incluyen, entre otros, agentes tamponantes adicionales; conservantes
codisolventes; antioxidantes que incluyen acido ascorbico y metionina; agentes quelantes como EDTA; complejos
metélicos (por ejemplo, complejos de proteina Zn); polimeros biodegradables tales como poliésteres; y/o contraiones
formadores de sal como el sodio.

Las formulaciones, en cualquier forma acuosa, pre-liofilizada, liofilizada o reconstituida se puede evaluar
sobre la base de analisis de la calidad del producto, tiempo de reconstitucion (si se liofilizan), calidad de reconstitucion
(si esta liofilizada), alto peso molecular, humedad y temperatura de transicién vitrea. Por lo general, la calidad de la
proteina y el andlisis del producto incluyen el andlisis de la tasa de degradacion del producto utilizando métodos que
incluyen, entre otros, HPLC de exclusién por tamafo (SE-HPLC), HPLC de intercambio catiénico (CEXHPLC),
difraccion de rayos X (XRD), calorimetria de barrido diferencial modulada (mDSC), HPLC de fase inversa (RP-HPLC),
dispersion de luz multiangulo (MALS), fluoroscencia, absorcion ultravioleta, nefelometria, electroforesis capilar (CE),
SDS-PAGE y combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, la evaluacién de un producto puede incluir una
etapa de evaluar la apariencia (ya sea liquida o de torta).
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En general, las formulaciones (liofilizados o0 acuosas) se pueden almacenar durante periodos prolongados de
tiempo a temperatura ambiente. La temperatura de almacenamiento puede variar tipicamente de 0°C a 45°C (por
ejemplo, 4°C, 20°C, 25°C, 45°C, etc.). Las formulaciones pueden almacenarse durante un periodo de meses a un
periodo de afios. El tiempo de almacenamiento generalmente sera de 24 meses, 12 meses, 6 meses, 4,5 meses, 3
meses, 2 meses 0 1 mes. Las formulaciones se pueden almacenar directamente en el contenedor utilizado para la
administracion, eliminando los pasos de transferencia.

Las formulaciones pueden almacenarse directamente en el recipiente de liofilizacion (si esta liofilizado), que
también puede funcionar como el recipiente de reconstitucion, eliminando los pasos de transferencia.
Alternativamente, las formulaciones de productos liofilizados se pueden medir en incrementos mas pequefos para el
almacenamiento. El almacenamiento generalmente debe evitar circunstancias que conduzcan a la degradacion de las
proteinas, que incluyen, entre otras, la exposiciéon a la luz solar, radiacion UV, otras formas de radiacién
electromagnética, calor o frio excesivo, choque térmico rapido y choque mecanico.

Liofilizacién

Los métodos se puede utilizar para liofilizar cualquier material, en particular de agentes, terapéuticos.
Tipicamente, una formulacion previa a la liofilizacién contiene ademas una eleccién apropiada de excipientes u otros
componentes tales como estabilizadores, agentes tamponantes, agentes de carga y tensioactivos para evitar la
degradacién del compuesto de interés (por ejemplo, agregaciéon de proteinas, desamidacion y/u oxidacion) durante
liofilizacion y almacenamiento. La formulacién para la liofilizacion puede incluir uno o mas ingredientes adicionales que
incluyen lioprotectores o agentes estabilizantes, tampones, agentes de carga, agentes de isotonicidad y tensioactivos.

Después de la sustancia de interés y los componentes adicionales se mezclan entre si, la formulacion se
liofiliza. La liofilizacion generalmente incluye tres etapas principales: congelacion, secado primario y secado
secundario. La congelacion es necesaria para convertir el agua en hielo o algunos componentes de formulacién amorfa
en la forma cristalina. El secado primario es el paso del proceso cuando se elimina el hielo del producto congelado por
sublimacion directa a baja presion y temperatura. El secado secundario es el paso del proceso cuando se elimina el
agua delimitada de la matriz del producto utilizando la difusién del agua residual a la superficie de evaporacién. La
temperatura del producto durante el secado secundario es normalmente mayor que durante el secado primario. Ver,
Tang X. et al. (2004) "Design of freeze-drying processes for pharmaceuticals: Practical advice," Pharm.
Res., 21:191-200; Nail S.L. et al. (2002) "Fundamentals of freeze-drying," in Development and manufacture of protein
pharmaceuticals. Nail S.L. editor New York: Kluwer Academic/Plenum Publishers, pp 281-353; Wang et al. (2000)
"Lyophilization and development of solid protein pharmaceuticals," Int. J. Pharm., 203:1-60; Williams N.A. et al. (1984)
"The lyophilization of pharmaceuticals; A literature review." J. Parenteral Sci. Technol., 38:48-59.

Puede introducirse un paso de apareamiento durante la congelacién inicial del producto. El paso de
apareamiento puede reducir el tiempo total del ciclo. Sin querer estar limitados por ninguna teoria, se contempla que
el paso de apareamiento puede ayudar a promover la cristalizacién del excipiente y la formacion de cristales de hielo
mas grandes debido a la recristalizacion de los cristales pequefnos formados durante el sobreenfriamiento, lo que, a
su vez, mejora la reconstitucion. Tipicamente, un paso de apareamiento incluye un intervalo u oscilaciéon en la
temperatura durante la congelacién. Por ejemplo, la temperatura de congelacion puede ser -40°C, y el paso de
apareamiento aumentara la temperatura a, por ejemplo, -10°C y mantendra esta temperatura durante un periodo de
tiempo establecido. El tiempo del paso de apareamiento puede variar de 0,5 horas a 8 horas (por ejemplo, 0,5, 1,0
1,5, 2,0, 2,5, 3, 4, 6 y 8 horas). La temperatura de apareamiento puede estar entre la temperatura de congelacién y
0°C.

La liofilizacién puede realizarse en un recipiente, tal como un tubo, una bolsa, una botella, una bandeja, un
vial (por ejemplo, un vial de vidrio), una jeringa o cualquier otro recipiente adecuado. Los envases pueden ser
desechables. La liofilizacion también se puede realizar a gran o pequena escala. En algunos casos, puede ser
deseable liofilizar la formulacion de la proteina en el recipiente en donde se realizard la reconstitucion de la proteina
para evitar una etapa de transferencia. El recipiente en este caso puede ser, por ejemplo, un vial de 3, 4, 5, 10, 20, 50
o 100 cc.

Muchos diferentes liofilizadores estan disponibles para este propésito, como casco secador a escala piloto
(SP Industries, EE.UU.), Génesis (SP Industries) de laboratorio liofilizadores, o cualesquiera liofilizadores capaces de
controlar la liofilizacion los parametros del proceso dados. La liofilizacién se realiza congelando la formulacion y
posteriormente sublimando el hielo del contenido congelado a una temperatura adecuada para el secado primario. La
congelacién inicial lleva la formulaciéon a una temperatura inferior a aproximadamente -20°C (por ejemplo, -50°C, -
45°C, -40°C, -35°C, -30°C, -25°C, etc.) tipicamente en no mas de aproximadamente 4 horas (por ejemplo, no mas de
aproximadamente 3 horas, no mas de aproximadamente 2,5 horas, no mas de aproximadamente 2 horas). Bajo esta
condicion, la temperatura del producto esta tipicamente por debajo del punto eutéctico o la temperatura de colapso de
la formulacion. Tipicamente, la temperatura de almacenamiento para el secado primario variara de aproximadamente
-30 a 25°C (siempre que el producto permanezca por debajo del punto de fusiéon durante el secado primario) a una
presién adecuada, que varia tipicamente de aproximadamente 20 a 250 mTorr. La formulacidn, el tamario y el tipo del
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recipiente que contiene la muestra (p. €j., el vial de vidrio) y el volumen de liquido determinaran principalmente el
tiempo requerido para el secado, que puede variar desde unas pocas horas hasta varios dias. Se lleva a cabo una
etapa de secado secundario a aproximadamente 0-60°C, dependiendo principalmente del tipo y tamafo del recipiente
y el tipo de proteina terapéutica empleada. Nuevamente, el volumen de liquido determinara principalmente el tiempo
requerido para el secado, que puede variar desde unas pocas horas hasta varios dias.

Como una proposicion general, la liofilizacion se traducira en una formulacion liofilizada en donde el contenido
de humedad del mismo es menor que aproximadamente 5%, menos de aproximadamente 4%, menos de
aproximadamente 3%, menos de aproximadamente 2%, menos de aproximadamente 1%, y menos de
aproximadamente 0,5%.

Reconstitucién

Las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la presente invencion estan en una forma
acuosa tras la administracién a un sujeto. Si las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la presente
invencion estan liofilizadas, tales composiciones deben reconstituirse afnadiendo uno o mas diluyentes a las mismas
antes de la administracion a un sujeto. En la etapa deseada, tipicamente en un momento apropiado antes de la
administracion al paciente, la formulacién liofilizada puede reconstituirse con un diluyente de tal manera que sea
deseable la concentracion de proteina en la formulacion reconstituida.

Varios diluyentes se pueden usar. En algunas realizaciones, un diluyente adecuado para la reconstitucién es
agua. El agua utilizada como diluyente puede tratarse de varias maneras, incluyendo ésmosis inversa, destilacién,
desionizacion, filtraciones (por ejemplo, carbon activado, microfiltracion, nanofiltracion) y combinaciones de estos
métodos de tratamiento. En general, el agua debe ser adecuada para inyeccion, incluyendo, entre otros, agua estéril
0 agua bacteriostéatica para inyeccion.

Diluyentes ejemplares adicionales incluyen una solucién de pH tamponado (por ejemplo, solucién salina
tamponada con fosfato), solucién salina estéril, solucién de Elliot, solucion de dextrosa o solucién de Ringer. Los
diluyentes adecuados pueden contener opcionalmente un conservante. Los conservantes ejemplares incluyen
alcoholes aromaticos tales como alcohol bencilico o fendlico. La cantidad de conservante empleada se determina
evaluando diferentes concentraciones de conservante para verificar su compatibilidad con la proteina y las pruebas
de eficacia del conservante. Por ejemplo, si el conservante es un alcohol aromatico (como el alcohol bencilico), puede
estar presente en una cantidad de aproximadamente 0,1-2,0%, de aproximadamente 0,5-1,5%, o aproximadamente
1,0-1,2%.

Los diluyentes adecuados pueden incluir una variedad de aditivos, incluyendo, pero no limitado a, agentes
tamponantes del pH, (por ejemplo, Tris, histidina,) sales (por ejemplo, cloruro sédico) y otros aditivos (por ejemplo,
sacarosa), incluyendo los descritos anteriormente (por ejemplo, agentes estabilizantes, agentes de isotonicidad).

Una proteina liofilizada puede reconstituirse a una concentracion de al menos 25 mg/ml (por ejemplo, al
menos 50 mg/ml, al menos 75 mg/ml, al menos 100 mg/) y en cualquier intervalo entre ellos. En algunas realizaciones,
la sustancia liofilizada (proteina) puede reconstituirse a una concentracion que varia de aproximadamente 25 mg/ml a
100 mg/ml (por ejemplo, de aproximadamente 25 mg/ml a aproximadamente 50 mg/ml, de aproximadamente 25 mg/mi
hasta aproximadamente 75 mg/ml, desde aproximadamente 25 mg/ml hasta aproximadamente 100 mg/ml, desde
aproximadamente 50 mg/ml hasta aproximadamente 75 mg/ml, desde aproximadamente 50 mg/ml hasta
aproximadamente 100 mg/ml). En algunas realizaciones, la concentracién de proteina en la formulacién reconstituida
puede ser mayor que la concentracién en la formulacion previa a la liofilizacién. En algunas realizaciones, la
concentracion de proteina en la formulacion reconstituida puede ser de aproximadamente 2-50 veces (por ejemplo,
aproximadamente 2-20, aproximadamente 2-10 veces o aproximadamente 2-5 veces) de la formulacion pre-liofilizada.
En algunas realizaciones, la concentracion de proteina en la formulacion reconstituida puede ser al menos
aproximadamente 2 veces (por ejemplo, al menos aproximadamente 3, 4, 5, 10, 20, 40 veces) de la formulacion pre-
liofilizada.

La reconstitucion s puede realizarse en cualquier recipiente. Los recipientes ejemplares adecuados para la
invencion incluyen, pero no se limitan a, tales como tubos, viales, jeringas (por ejemplo, de una camara o de doble
camara), bolsas, botellas y bandejas. Los recipientes adecuados pueden estar hechos de cualquier material como
vidrio, plastico, metal. Los envases pueden ser desechables o reutilizables. La reconstitucion también se puede realizar
a gran o pequefa escala.

En algunos casos, puede ser deseable liofilizar la formulacién de proteina en el recipiente en donde la
reconstitucion de la proteina se va a llevar a cabo con el fin de evitar una etapa de transferencia. El recipiente en este
caso puede ser, por ejemplo, un vial de 3, 4, 5, 10, 20, 50 o 100 cc. En algunas realizaciones, un recipiente adecuado
para la liofilizacién y la reconstitucién es una jeringa de doble camara (por ejemplo, jeringas Lyo-Ject, ® (Vetter)). Por
ejemplo, una jeringa de doble camara puede contener tanto la sustancia liofilizada como el diluyente, cada uno en una
camara separada, separados por un tapon (ver Ejemplo 5). Para reconstituir, se puede unir un émbolo al tapon en el
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lado del diluyente y presionarlo para mover el diluyente a la cdmara del producto de modo que el diluyente pueda
contactar con la sustancia liofilizada y la reconstitucion puede tener lugar como se describe en este documento (ver
Ejemplo 5).

Administracion SNC

Se contempla que las varias formulaciones a base de solucion salina o tampdn descritas en la presente sean
generalmente adecuadas para la administracion al SNC de agente terapéutico. Las formulaciones a base de solucién
salina o tampén de acuerdo con la presente invencién pueden usarse para la administracién al SNC a través de varias
técnicas y vias incluyendo administraciones intraparenquimatosas, intracerebrales, cerebrales intraventriculares
(ICV), intratecales (por ejemplo, IT-Lumbar, IT-cisterna magna) para inyeccién directa o indirecta al SNC y/o LCR.

Administracion intratecal

La administracion intratecal puede ser utilizada para suministrar una proteina de ASA en el LCR. Como se
usa en este documento, la administracion intratecal (también denominada inyeccion intratecal) se refiere a una
inyeccion en el canal espinal (espacio intratecal que rodea la médula espinal). Se pueden usar diversas técnicas, que
incluyen, sin limitacién, inyeccion cerebroventricular lateral a través de un orificio de perforacién o puncion cistemal o
lumbar o similares. Métodos ejemplares se describen en Lazorthes et al. Advances in Drug Delivery Systems and
Applications in Neurosurgery, 143-192 and Omaya et al., Cancer Drug Delivery, 1:169-179.

Segun la presente invencion, una enzima se puede inyectar en cualquier region que rodea el canal espinal.
En algunas realizaciones, se inyecta una enzima en el &rea lumbar o la cisterna magna o intraventricularmente en un
espacio ventricular cerebral. Como se usa en el presente documento, el término "regiéon lumbar" o "area lumbar" se
refiere al area entre la tercera y cuarta vértebras lumbares (parte inferior de la espalda) y, mas inclusivamente, la
region L2-S1 de la columna vertebral. Tipicamente, la inyeccidn intratecal a través de la region lumbar o el area de la
madera también se conoce como "suministro de IT lumbar" o "administracion de IT lumbar". El término "cisterna
magna" se refiere al espacio alrededor y debajo del cerebelo a través de la abertura entre el craneo y la parte superior
de la columna vertebral. Tipicamente, la inyeccion intratecal a través de cisterna magna también se conoce como
"suministro de cisterna magna". El término "ventriculo cerebral” se refiere a las cavidades en el cerebro que son
continuas con el canal central de la médula espinal. Tipicamente, las inyecciones a través de las cavidades del
ventriculo cerebral se denominan suministro cerebral intravetricular (ICV).

En algunas realizaciones, "administracion intratecal" o "entrega intratecal”, de acuerdo con la presente
invencion se refiere a administraciéon o entrega lumbar de IT, por ejemplo, entregado entre la tercera y cuarta lumbar
(espalda baja) vértebras y, mas inclusiva, la regién L2-S1 de la columna vertebral. Se contempla que la administracion
o entrega de IT lumbar distingue sobre la entrega de cisterna magna en que la administracion o entrega de IT lumbar
de acuerdo con nuestra invencién proporciona una entrega mejor y mas efectiva al canal espinal distal, mientras que
la entrega de cisterna magna, entre otras cosas, generalmente no entrega bien al canal espinal distal.

Dispositivo para administracion intratecal

Diversos dispositivos se pueden utilizar para la entrega intratecal de acuerdo con la presente invencion. En
algunas realizaciones, un dispositivo para administracién intratecal contiene un puerto de acceso de fluido (por
ejemplo, puerto inyectable); un cuerpo hueco (por ejemplo, un catéter) que tiene un primer orificio de flujo en
comunicacion fluida con el puerto de acceso de fluido y un segundo orificio de flujo configurado para insercién en la
médula espinal; y un mecanismo de fijacion para asegurar la insercién del cuerpo hueco en la médula espinal. Como
un ejemplo no limitativo que se muestra en la Figura 62, un mecanismo de fijacion adecuado contiene uno o méas nobs
montados en la superficie del cuerpo hueco y un anillo suturado ajustable sobre uno o méas nobs para evitar que el
cuerpo hueco (por ejemplo, el catéter) se salga de la médula espinal. En diversas realizaciones, el puerto de acceso
de fluido comprende un depésito. En algunas realizaciones, el puerto de acceso de fluido comprende una bomba
mecanica (por ejemplo, una bomba de infusion). En algunas realizaciones, un catéter implantado estéa conectado a un
depésito (por ejemplo, para administracién de bolo) o a una bomba de infusién. El puerto de acceso de fluido puede
ser implantado o externo.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal puede realizarse mediante puncién lumbar (es decir,
bolo lento) o mediante un sistema de administracién de catéter de puerto (es decir, infusién o bolo). En algunas
realizaciones, el catéter se inserta entre las ldminas de las vértebras lumbares y la punta se enrosca en el espacio
tecal hasta el nivel deseado (generalmente L3-L4) (Figura 63).

En relacion con la administracién intravenosa, un volumen de dosis Unica adecuado para la administracién
intratecal es tipicamente pequefio. Tipicamente, el suministro intratecal segin la presente invencién mantiene el
equilibrio de la composicién del LCR asi como la presion intracraneal del sujeto. En algunas realizaciones, el suministro
intratecal se realiza en ausencia de la eliminacién correspondiente de CSF de un sujeto. En algunas realizaciones, un
volumen de dosis Unica adecuado puede ser, por ejemplo, inferior a aproximadamente 10 ml, 8 ml, 6 ml, 5 ml, 4 ml, 3
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ml, 2 ml, 1,5 ml, 1 ml o 0,5 ml. En algunas realizaciones, un volumen de dosis Unica adecuado puede ser de
aproximadamente 0,5-5 ml, 0,5-4 ml, 0,5-3 ml, 0,5-2 ml, 0,5-1 ml, 1-3 ml, 1-5 ml, 1,5-3 ml, 1-4 ml 0 0,5-1,5 ml. En
algunas realizaciones, el suministro intratecal segun la presente invencion implica una etapa de eliminar primero una
cantidad deseada de CSF. En algunas realizaciones, menos de aproximadamente 10 ml (por ejemplo, menos de
aproximadamente 9 ml, 8 ml, 7 ml, 6 ml, 5 ml, 4 ml, 3 ml, 2 ml, 1 ml) de CSF se eliminan primero antes de la
administracion de IT. En esos casos, un volumen de dosis Unica adecuada puede ser, por ejemplo, mas de
aproximadamente 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 7 ml, 8 ml, 9 ml, 10 ml, 15 ml 0 20 ml.

Varios otros dispositivos pueden utilizarse para efectuar la administracién intratecal de una composicion
terapéutica. Por ejemplo, las formulaciones que contienen las enzimas deseadas pueden administrarse utilizando un
depdsito Ommaya que es de uso comun para la administracién intratecal de farmacos para la carcinomatosis
meningea (Lancet 2: 983-84, 1963). Mas especificamente, en este método, se inserta un tubo ventricular a través de
un orificio formado en el asta anterior y se conecta a un reservorio Ommaya instalado debajo del cuero cabelludo, y el
reservorio se perfora por via subcutdnea para administrar intratecalmente la enzima particular que se esta
reemplazando, que se inyecta en el embalse. Otros dispositivos para la administracion intratecal de composiciones
terapéuticas o formulaciones a un individuo se describen en la patente de EE.UU. N° 6,217,552. Alternativamente, el
farmaco puede administrarse por via intratecal, por ejemplo, mediante una inyeccién Unica o infusién continua. Debe
entenderse que el tratamiento de dosificacién puede estar en la forma de una administracién de dosis Unica o dosis
multiples.

Para la inyeccién, las formulaciones de la invencion se formulan en soluciones liquidas. Ademas, la enzima
puede formularse en forma sélida y redisolverse o suspenderse inmediatamente antes de su uso. También se incluyen
formas liofilizadas. La inyeccion puede ser, por ejemplo, en forma de inyeccién en bolo o infusién continua (por ejemplo,
usando bombas de infusién) de la enzima.

En una realizacién de la invencion, la enzima se administra por inyeccion ventricular del cerebro lateral en el
cerebro de un sujeto. La inyeccidn se puede realizar, por ejemplo, a través de un orificio realizado en el craneo del
sujeto. En otra realizacion, la enzima y/u otra formulacién farmacéutica se administra a través de una derivacion
insertada quirargicamente en el ventriculo cerebral de un sujeto. Por ejemplo, la inyeccion puede realizarse en los
ventriculos laterales, que son mas grandes. En algunas realizaciones, también se puede realizar la inyeccion en el
tercer y cuarto ventriculos mas pequenios.

En otra realizacion mas, las composiciones farmacéuticas utilizadas en la presente invencion se administran
por inyeccion en la cisterna magna, o area lumbar de un sujeto.

En otra realizacion, la formulacion para su uso de acuerdo con la invencion, la formulacién farmacéuticamente
aceptable proporciona la liberaciéon sostenida, por ejemplo, "liberaciéon lenta" de la enzima u otra composicion
farmacéutica utilizada en la presente invencién, a un sujeto durante al menos uno, dos, tres, cuatro semanas o
periodos de tiempo mas largos después de que la formulacién farmacéuticamente aceptable se administra al sujeto.

Tal como se utiliza aqui, el término "liberacion sostenida" se refiere a la entrega continua de una formulacién
farmacéutica para su uso de acuerdo con la invencion in vivo durante un periodo de tiempo después de la
administracion, preferiblemente al menos varios dias, una semana o varias semanas. El suministro sostenido de la
composicién puede demostrarse, por ejemplo, mediante el efecto terapéutico continuo de la enzima a lo largo del
tiempo (por ejemplo, el suministro sostenido de la enzima puede demostrarse mediante una cantidad reducida continua
de granulos de almacenamiento en el sujeto). Alternativamente, el suministro sostenido de la enzima puede
demostrarse detectando la presencia de la enzima in vivo a lo largo del tiempo.

Administracion a los tejidos diana

Como se discutié anteriormente, una de las caracteristicas sorprendentes e importantes de la presente
invencion es que la sustitucion de la enzima administrada usando composiciones de la presente invencion son capaces
de difundirse con eficacia y extensivamente a través de la superficie del cerebro y penetrar en diversas capas o
regiones del cerebro, incluidas las regiones del cerebro profundo. Ademas, las composiciones para su uso de acuerdo
con la presente invencién administran efectivamente una enzima ASA a diversos tejidos, neuronas o células de la
médula espinal, incluida la region lumbar, que es dificil de alcanzar mediante los métodos existentes de administracién
del SNC, como la inyeccién de ICV. Ademas, las composiciones de la presente invencién suministran una cantidad
suficiente de una enzima ASA al torrente sanguineo y a varios érganos y tejidos periféricos.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, una enzima ASA se suministra al sistema nervioso central de un sujeto.
En algunas realizaciones, se suministra una enzima ASA a uno o mas tejidos diana del cerebro, la médula espinal y/u
organos periféricos. Como se usa en el presente documento, el término "tejidos diana" se refiere a cualquier tejido
afectado por la enfermedad de almacenamiento lisosomal a tratar o cualquier tejido en donde la enzima lisosomal
deficiente se expresa normalmente. En algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos en los que
hay una cantidad detectable o anormalmente alta de sustrato enzimatico, por ejemplo almacenado en los lisosomas
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celulares del tejido, en pacientes que padecen o son susceptibles a la enfermedad de almacenamiento lisosémico. En
algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos que muestran patologia, sintoma o caracteristica
asociada a la enfermedad. En algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos en los que la enzima
lisosémica deficiente se expresa normalmente a un nivel elevado. Como se usa en el presente documento, un tejido
diana puede ser un tejido diana del cerebro, un tejido diana de la médula espinal y/o un tejido diana periférico. Los
tejidos diana ejemplares se describen en detalle a continuacion.

Tejidos de diana cerebral

En general, el cerebro se puede dividir en diferentes regiones, capas y tejidos. Por ejemplo, el tejido meningeo
es un sistema de membranas que envuelve el sistema nervioso central, incluido el cerebro. Las meninges contienen
tres capas, que incluyen materia dura, materia aracnoidea y materia pia. En general, la funcién principal de las
meninges y del liquido cefalorraquideo es proteger el sistema nervioso central. En algunas realizaciones, una proteina
terapéutica de acuerdo con la presente invencion se administra a una o mas capas de las meninges.

El cerebro tiene tres subdivisiones principales, incluyendo el cerebro, el cerebelo y el tronco cerebral. Los
hemisferios cerebrales, que estan situados sobre la mayoria de las otras estructuras cerebrales y estan cubiertos con
una capa cortical. Debajo del cerebro se encuentra el tronco encefalico, que se asemeja a un tallo al que se une el
cerebro. En la parte posterior del cerebro, debajo del cerebro y detras del tronco encefélico, se encuentra el cerebelo.

El diencéfalo, que se encuentra cerca de la linea media del cerebro y por encima del mesencéfalo, contiene
el talamo, metatalamo, el hipotalamo, epitalamo, prethalamus, y pretectum. EI mesencéfalo, también llamado
mesencéfalo, contiene el tectum, tegumentum, mesocoelia ventricular y pedunculos cerebrales, el nicleo rojo y el
nucleo del nervio craneal lll. El mesencéfalo se asocia con vision, audicién, control motor, suefo/vigilia, estado de
alerta, y regulacién de la temperatura.

Las regiones de los tejidos del sistema nervioso central, incluido el cerebro, se pueden caracterizar en funcién
de la profundidad de los tejidos. Por ejemplo, los tejidos del SNC (p. €j., El cerebro) pueden caracterizarse como tejidos
superficiales o poco profundos, tejidos de profundidad media y/o tejidos profundos.

Segun la presente invencidn, una proteina terapéutica (una enzima de sustitucion) puede ser suministrada a
cualquier tejido diana cerebral apropiado asociado con una enfermedad particular a tratar en un sujeto. En algunas
realizaciones, una proteina terapéutica (una enzima de reemplazo) de acuerdo con la presente invencién se administra
al tejido diana cerebral superficial. En algunas realizaciones, una proteina terapéutica de acuerdo con la presente
invencion se administra al tejido diana cerebral de profundidad media. En algunas realizaciones, una proteina
terapéutica de acuerdo con la presente invencion se administra al tejido diana cerebral profundo. En algunas
realizaciones, una proteina terapéutica de acuerdo con la presente invencion se administra a una combinacion de
tejido diana cerebral superficial, tejido diana cerebral de profundidad media, y/o tejido diana cerebral profundo. En
algunas realizaciones, una proteina terapéutica de acuerdo con la presente invencién se administra a un tejido cerebral
profundo al menos 4 mm, 5 mm, 6 mm, 7 mm, 8 mm, 9 mm, 10 mm o mas por debajo (o interno a) la superficie externa
del cerebro.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima) se entrega a uno o mas tejidos superficiales o poco
profundos de cerebro. En algunas realizaciones, la superficie diana o los tejidos poco profundos del cerebro se
encuentran dentro de los 4 mm de la superficie del cerebro. En algunas realizaciones, la superficie diana o los tejidos
poco profundos del cerebro se seleccionan de tejidos de la piamadre, tejidos de la cinta cortical cerebral, hipocampo,
espacio Virchow Robin, vasos sanguineos dentro del espacio VR, el hipocampo, porciones del hipotdlamo en la
superficie inferior del cerebro, los nervios y tractos opticos, el bulbo olfativo y las proyecciones, y sus combinaciones.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima) se entrega a uno o mas tejidos profundos del
cerebro. En algunas realizaciones, la superficie diana o los tejidos poco profundos del cerebro se encuentran a 4 mm
(por ejemplo, 5 mm, 6 mm, 7 mm, 8 mm, 9 mm o 10 mm) debajo (o internamente) de la superficie del cerebro. En
algunas realizaciones, los tejidos profundos especificos del cerebro incluyen la cinta cortical cerebral. En algunas
realizaciones, tejidos profundos dirigidos del cerebro incluyen uno o més del diencéfalo (por ejemplo, el hipotadlamo,
talamo, prethalamus, subtalamo, etc.), metencéfalo, nucleos lentiformes, los ganglios basales, nicleo caudado,
putamen, amigdala, globo palido y sus combinaciones.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (por ejemplo, enzima) se entrega a uno o mas tejidos del
cerebelo. En ciertas realizaciones, el uno 0 mas tejidos especificos del cerebelo se seleccionan del grupo que consiste
en tejidos de la capa molecular, tejidos de la capa de células de Purkinje, tejidos de la capa de células granulares,
pedunculos cerebelosos y una combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima)
se administra a uno o mas tejidos profundos del cerebelo que incluyen, pero no se limitan a, tejidos de la capa de
células de Purkinje, tejidos de la capa de células granulares, tejido de materia blanca cerebelosa profunda (por
ejemplo, profundo en relacién con la capa de células granulares), y tejido profundo del nicleo cerebeloso.
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En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima) se entrega a uno o mas tejidos del tronco cerebral.
En algunas realizaciones, el uno o mas tejidos dirigidos del tronco encefélico incluyen tejido de sustancia blanca del
tronco encefalico y/o tejido de nucleo del tronco encefalico.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima) se entrega a varios tejidos del cerebro incluyendo,
pero no limitado a, la materia gris, la materia blanca, zonas periventriculares, pia-aracnoides, meninges, neocortex,
cerebelo, tejidos profundos en la corteza cerebral, capa molecular, region caudada/putamen, mesencéfalo, regiones
profundas de la protuberancia o médula, y sus combinaciones.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima) se entrega a diversas células en el cerebro,
incluyendo pero no limitado a, neuronas, células gliales, células perivasculares y/o células de las meninges. En algunas
realizaciones, se administra una proteina terapéutica a oligodendrocitos de materia blanca profunda.

Médula Espinal.

En general, las regiones o los tejidos de la médula espinal pueden ser caracterizados en base a la profundidad
de los tejidos. Por ejemplo, los tejidos de la médula espinal pueden caracterizarse como tejidos superficiales o
superficiales, tejidos de profundidad media y/o tejidos profundos.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima) se administra a uno o mas tejidos superficiales o
poco profundos de la médula espinal. En algunas realizaciones, una superficie especifica o tejido superficial de la
médula espinal se encuentra dentro de los 4 mm de la superficie de la médula espinal. En algunas realizaciones, una
superficie especifica o tejido superficial de la médula espinal contiene materia pia y/o tractos de materia blanca.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima) se administra a uno o mas tejidos profundos de la
médula espinal. En algunas realizaciones, un tejido profundo dirigido de la médula espinal se encuentra interno a 4
mm de la superficie de la médula espinal. En algunas realizaciones, un tejido profundo dirigido de la médula espinal
contiene materia gris de la médula espinal y/o células ependimarias.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima) se administra a las neuronas de la médula espinal.

Tejidos diana periféricos

Como se usa en este documento, los 6érganos o tejidos periféricos se refieren a cualquier érgano o tejido que
no es parte del sistema nervioso central (SNC). Los tejidos diana periféricos pueden incluir, entre otros, sistema
sanguineo, higado, rifdn, corazén, endotelio, médula ésea y células derivadas de médula 6sea, bazo, pulmén, ganglio
linfatico, hueso, cartilago, ovario y testiculo. En algunas realizaciones, una proteina terapéutica (una enzima de
reemplazo) de acuerdo con la presente invencidén se administra a uno o mas de los tejidos diana periféricos.

Biodistribucion y biodisponibilidad

En diversas realizaciones, una vez entregada al tejido diana, la enzima ASA se localiza intracelularmente.
Por ejemplo, un agente terapéutico (enzima) puede localizarse en exones, axones, lisosomas, mitocondrias o vacuolas
de una célula diana (por ejemplo, neuronas como las células de Purkinje). Por ejemplo, en algunas realizaciones, las
enzimas administradas intratecalmente demuestran una dinamica de translocacién tal que la enzima se mueve dentro
del espacio perivascular (por ejemplo, mediante mecanismos convectivos asistidos por pulsacion). Ademas, los
mecanismos activos de transporte axonal relacionados con la asociacién de la proteina o enzima administrada con los
neurofilamentos también pueden contribuir o facilitar la distribucion de proteinas o enzimas administradas
intratecalmente en los tejidos mas profundos del sistema nervioso central.

En algunas realizaciones, una enzima ASA administrada de acuerdo con la presente invenciéon puede
alcanzar niveles o actividades terapéutica o clinicamente eficaces en diversos tejidos diana descritos en este
documento. Como se usa en el presente documento, un nivel o actividad terapéutica o clinicamente eficaz es un nivel
o actividad suficiente para conferir un efecto terapéutico en un tejido diana. El efecto terapéutico puede ser objetivo
(es decir, medible por alguna prueba o marcador) o subjetivo (es decir, el sujeto da una indicacién o siente un efecto).
Por ejemplo, un nivel o actividad terapéutica o clinicamente efectiva puede ser un nivel o actividad enzimatica que sea
suficiente para mejorar los sintomas asociados con la enfermedad en el tejido diana (por ejemplo, almacenamiento de
GAG).

En algunas realizaciones, un agente terapéutico (una enzima de reemplazo) administrado segun la presente
invencion puede lograr un nivel o actividad enzimatica que es al menos 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95% del nivel o actividad normal de la enzima lisosémica correspondiente en el tejido diana. En algunas
realizaciones, un agente terapéutico (una enzima de reemplazo) administrado de acuerdo con la presente invencion
puede alcanzar un nivel o actividad enzimatica que se incrementa al menos 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces,
6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces o 10 veces en comparaciéon con un control (por ejemplo, niveles enddégenos o
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actividades sin el tratamiento). En algunas realizaciones, un agente terapéutico (por ejemplo, una enzima de
reemplazo) administrado de acuerdo con la presente invencién puede lograr un nivel o actividad enzimatica aumentada
de al menos aproximadamente 10 nmol/hr/mg, 20 nmol/hr/mg, 40 nmol/hr/mg, 50 nmol/hr/mg, 60 nmol/hr/mg, 70
nmol/hr/mg, 80 nmol/hr/mg, 90 nmol/hr/mg, 100 nmol/hr/mg, 150 nmol/hr/mg, 200 nmol/hr/mg, 250 nmol/hr/mg, 300
nmol/hr/mg, 350 nmol/hr/mg, 400 nmol/hr/mg, 450 nmol/hr/mg, 500 nmol/hr/mg, 550 nmol/hr/mg o 600 nmol/hr/mg en
un tejido diana.

En algunas realizaciones, los métodos inventivos de acuerdo con la presente invencidn son particularmente
utiles para apuntar a la region lumbar. En algunas realizaciones, un agente terapéutico (una enzima de reemplazo)
administrado segun la presente invencion puede lograr un nivel o actividad enzimatica incrementada en la regién
lumbar de al menos aproximadamente 500 nmol/hr/mg, 600 nmol/hr/mg, 700 nmol/hr/mg, 800 nmol/hr/mg, 900
nmol/hr/mg, 1000 nmol/hr/mg, 1500 nmol/hr/mg, 2000 nmol/hr/mg, 3000 nmol/hr/mg, 4000 nmol/hr/mg, 5000
nmol/hr/mg, 6000 nmol/hr/mg, 7000 nmol/hr/mg, 8000 nmol/hr/mg, 9000 nmol/hr/mg, o 10.000 nmol/hr/mg.

En general, los agentes terapéuticos (enzimas ASA de reemplazo) administrados de acuerdo con la presente
invencion tienen un tiempo medio suficientemente largo en LCR y tejidos diana del cerebro, la médula espinal y los
organos periféricos. En algunas realizaciones, un agente terapéutico (una enzima de reemplazo) administrado segun
la presente invencion puede tener una vida media de al menos aproximadamente 30 minutos, 45 minutos, 60 minutos,
90 minutos, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas, 9 horas, 10 horas, 12 horas, 16 horas, 18
horas, 20 horas, 25 horas, 30 horas, 35 horas, 40 horas, hasta 3 dias, hastA’ dias, hasta 14 dias, hasta 21 dias o
hasta un mes. En algunas realizaciones, en algunas realizaciones, un agente terapéutico de agente (por ejemplo, una
enzima de sustitucién) entregada de acuerdo con la presente invencion puede retener nivel detectable o actividad en
el LCR o el torrente sanguineo después de 12 horas, 24 horas, 30 horas, 36 horas, 42 horas, 48 horas, 54 horas, 60
horas, 66 horas, 72 horas, 78 horas, 84 horas, 90 horas, 96 horas, 102 horas o una semana después de la
administracion. El nivel o actividad detectable puede determinarse usando varios métodos conocidos en la técnica.

En ciertas realizaciones, un agente terapéutico (una enzima de reemplazo) administrado de acuerdo con la
presente invencidn logra una concentracién de al menos 30 ug/ml en los tejidos y células del SNC del sujeto después
de la administracion (por ejemplo, una semana, 3). dias, 48 horas, 36 horas, 24 horas, 18 horas, 12 horas, 8 horas, 6
horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas, 1 hora, 30 minutos o menos, después de la administracién intratecal de la composicion
farmacéutica al tema). En ciertas realizaciones, un agente terapéutico (una enzima de reemplazo) administrado de
acuerdo con la presente invencion logra una concentracion de al menos 20 pg/ml, al menos 15 pg/ml, al menos 10
pg/ml, al menos 7,5 pg/ml, al menos 5 pg/ml, al menos 25 pg/ml, al menos 10 ug/ml o al menos 0,5 ug/ml en los tejidos
o células diana del sujeto (p. €j., tejidos cerebrales o neuronas) después de la administracién a dicho sujeto (por
ejemplo, una semana, 3 dias, 48 horas, 36 horas, 24 horas, 18 horas, 12 horas, 8 horas, 6 horas, 4 horas, 3 horas, 2
horas, 1 hora, 30 minutos o menos después de la administracién intratecal de tales composiciones farmacéuticas al
sujeto).

Tratamiento de la enfermedad de leucodistrofia metacromatica (MLD)

La enfermedad de leucodistrofia metacromatica (MLD) es un trastorno autosémico recesivo resultante de una
deficiencia de la enzima arilsulfatoasa A (ASA). EI ASA, que esta codificado por el gen ARSA en humanos, es una
enzima que descompone el 3-sulfato de cerebrosido o 3-O-sulfogalactosilceramida de esfingolipido (sulfatida) en
cerebrosido y sulfato. En ausencia de la enzima, las sulfatidas se acumulan en el sistema nervioso (p. €j., vainas de
mielina, neuronas y células gliales) y, en menor medida, en los érganos viscerales. La consecuencia de estos eventos
moleculares y celulares es la desmielinizacién progresiva y la pérdida axonal dentro del SNC y el SNP, que se
acompana clinicamente de disfuncién motora y cognitiva grave.

Una caracteristica clinica que define este trastorno es la degeneracion del sistema nervioso central (SNC),
que resulta en el deterioro cognitivo (por ejemplo, retraso mental, trastornos nerviosos, y ceguera, entre otros).

MLD puede manifestarse en nifios pequefnos (de forma tardia-infantil), donde los nifios afectados suelen
comenzar a mostrar sintomas justo después del primer afio de vida (por ejemplo, a unos 15-24 meses), y generalmente
no sobreviven mas alla de la edad de 5 afios. La MLD puede manifestarse en nifios (forma juvenil), donde los nifios
afectados generalmente muestran deterioro cognitivo alrededor de la edad de 3 a 10 afios, y la vida util puede variar
(por ejemplo, en el rango de 10 a 15 anos después del inicio de los sintomas). La MLD puede manifestarse en adultos
(forma de inicio en adultos) y puede aparecer en personas de cualquier edad (p. €j., generalmente a los 16 afos o
mas) y la progresion de la enfermedad puede variar mucho.

Las formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencion pueden usarse para tratar eficazmente
a individuos que padecen o son susceptibles a MLD. Los términos "tratar" o "tratamiento"”, como se usan en este
documento, se refieren a la mejora de uno o mas sintomas asociados con la enfermedad, la prevencién o el retraso
de la aparicion de uno o0 mas sintomas de la enfermedad, y/o la disminucion de la gravedad o frecuencia de uno o mas
sintomas de la enfermedad. Los sintomas ejemplares incluyen, pero no se limitan a, presion intracraneal, hidrocefalia
ex vacuo, glucolipidos sulfatados acumulados en las vainas de mielina en el sistema nervioso central y periférico y en
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los 6rganos viscerales, desmielinizacion progresiva y pérdida axonal dentro del SNC y el SNP, y/o disfuncién motora
y cognitiva.

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a alivio parcial o completo, mejora, alivio, inhibicién, inicio
tardio, reduccién de la gravedad y/o incidencia de deterioro neuroldgico en un paciente con MLD. Como se usa en el
presente documento, el término "deterioro neurolégico" incluye varios sintomas asociados con el deterioro del sistema
nervioso central (por ejemplo, el cerebro y la médula espinal). En algunas realizaciones, varios sintomas de MLD estan
asociados con el deterioro del sistema nervioso periférico (SNP). En algunas realizaciones, el deterioro neurolégico
en un paciente con MLD se caracteriza por una disminucién de la funcién motora gruesa. Se apreciara que la funcion
motora gruesa puede evaluarse mediante cualquier método apropiada. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la
funcién motora gruesa se mide como el cambio desde una linea base en la funcién motora utilizando la puntuacion
bruta total de la funcién motora gruesa-88 (GMFM-88).

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la disminucion de la acumulacion de sulfatida en diversos
tejidos. En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la disminucion de la acumulacién de sulfatida en los tejidos
diana del cerebro, las neuronas de la médula espinal y/o los tejidos diana periféricos. En ciertas realizaciones, la
acumulacion de sulfatida disminuye en aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% o mas en comparacién con un control. En algunas
realizaciones, la acumulacion de sulfatida disminuye al menos 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7
veces, 8 veces, 9 veces o0 10 veces en comparacion con un control. Se apreciara que el almacenamiento de sulfatida
se puede evaluar por cualquier método apropiada. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el almacenamiento de
sulfatida se mide por tinciéon con azul alciano. En algunas realizaciones, el almacenamiento de sulfatida se mide por
tincién con LAMP-1.

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la vacuolizacién reducida en neuronas (por ejemplo,
neuronas que contienen células de Purkinje). En ciertas realizaciones, la vacuolizacién en las neuronas disminuye en
aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 100% o0 mas en comparacion con un control. En algunas realizaciones, la vacuolizacién se reduce al menos
1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces 0 10 veces como en comparacion con
un control.

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere al aumento de la actividad de la enzima ASA en diversos
tejidos. En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere al aumento de la actividad de la enzima ASA en tejidos
diana del cerebro, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana periféricos. En algunas realizaciones, la actividad
de la enzima ASA aumenta en aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%, 700%, 800%, 900% 1000% o mas
en comparacién a un control. En algunas realizaciones, la actividad de la enzima ASA aumenta al menos 1 vez, 2
veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces o 10- doblar en comparacién con un control. En
algunas realizaciones, el aumento de la actividad enzimatica ASA es de al menos aproximadamente 10 nmol/hr/mg,
20 nmol/hr/mg, 40 nmol/hr/mg, 50 nmol/hr/mg, 60 nmol/hr/mg, 70 nmol/hr/mg, 80 nmol/hr/mg, 90 nmol/hr/mg, 100
nmol/hr/mg, 150 nmol/hr/mg, 200 nmol/hr/mg, 250 nmol/hr/mg, 300 nmol/hr/mg, 350 nmol/hr/mg, 400 nmol/hr/mg, 450
nmol/hr/mg, 500 nmol/hr/mg, 550 nmol/hr/mg, 600 nmol/hr/mg o mas. En algunas realizaciones, la actividad enzimatica
ASA aumenta en la region lumbar. En algunas realizaciones, el aumento de la actividad enzimatica ASA en la region
lumbar es de al menos aproximadamente 2000 nmol/hr/mg, 3000 nmol/hr/mg, 4000 nmol/hr/mg, 5000 nmol/hr/mg,
6000 nmol/hr/mg, 7000 nmol/hr/mg, 8000 nmol/hr/mg, 9000 nmol/hr/mg, 10.000 nmol/hr/mg, o0 mas.

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la disminucién de la progresién de la pérdida de la
capacidad cognitiva. En ciertas realizaciones, la progresiéon de la pérdida de la capacidad cognitiva disminuye en
aproximadamente un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 100% o0 mas en comparacion con un control. En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la
disminucion del retraso del desarrollo. En ciertas realizaciones, el retraso del desarrollo disminuye en
aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 100% o mas en comparacién con un control.

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere al aumento de la supervivencia (por ejemplo, el tiempo de
supervivencia). Por ejemplo, el tratamiento puede aumentar la esperanza de vida de un paciente. En algunas
realizaciones, el tratamiento da como resultado una mayor esperanza de vida de un paciente en mas de
aproximadamente 5%, aproximadamente 10%, aproximadamente 15%, aproximadamente 20%, aproximadamente
25%, aproximadamente 30%, aproximadamente 35%, aproximadamente 40%, aproximadamente 45%,
aproximadamente 50%, aproximadamente 55%, aproximadamente 60%, aproximadamente 65%, aproximadamente
70%, aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%,
aproximadamente 95%, aproximadamente 100%, aproximadamente 105%, aproximadamente 110%,
aproximadamente 115%, aproximadamente 120%, aproximadamente 125%, aproximadamente 130%,
aproximadamente 135%, aproximadamente 140%, aproximadamente 145%, aproximadamente 150%,
aproximadamente 155%, aproximadamente 160%, aproximadamente 165%, aproximadamente 170%,
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aproximadamente el 175%, aproximadamente el 180%, aproximadamente 185%, aproximadamente el 190%,
aproximadamente el 195%, aproximadamente el 200% o mas, en comparacion con la esperanza media de vida de
uno o mas individuos de control con enfermedad similar sin tratamiento. En algunas realizaciones, el tratamiento da
como resultado una mayor esperanza de vida de un paciente en mas de aproximadamente 6 meses, aproximadamente
7 meses, aproximadamente 8 meses, aproximadamente 9 meses, aproximadamente 10 meses, aproximadamente 11
meses, aproximadamente 12 meses, aproximadamente 2 afos, aproximadamente 3 afos, aproximadamente 4 afos,
aproximadamente 5 afos, aproximadamente 6 afios, aproximadamente 7 afos, aproximadamente 8 anos,
aproximadamente 9 anos, aproximadamente 10 afios 0 mas, en comparacién con la esperanza de vida promedio de
uno o mas individuos de control con enfermedad similar sin tratamiento. En algunas realizaciones, el tratamiento da
como resultado la supervivencia a largo plazo de un paciente. Como se usa en el presente documento, el término
"supervivencia a largo plazo" se refiere a un tiempo de supervivencia o esperanza de vida superior a aproximadamente
40 anos, 45 anos, 50 afos, 55 afos, 60 afos 0 mas.

Los términos "mejorar", "aumentar" o "reducir”, como se usan en el presente documento, indican valores que
son relativos a un control. En algunas realizaciones, un control adecuado es una medicion de referencia, tal como una
medicién en el mismo individuo antes del inicio del tratamiento descrito aqui, 0 una medicién en un control individual
(o individuos de control multiple) en ausencia del tratamiento descrito aqui. Un "individuo de control” es un individuo
afectado con la misma forma MLD (p. ej., Forma infantil tardia, juvenil o de inicio en la edad adulta), que tiene
aproximadamente la misma edad y/o sexo que la persona tratada (para asegurar que las etapas de la enfermedad en
el individuo tratado y el individuo o individuos de control son comparables).

El individuo (también denominado "paciente" o "sujeto") que esta siendo tratado es un individuo (feto, bebé,
nifno, adolescente o adulto humano) que tiene MLD o que tiene el potencial de desarrollar MLD. El individuo puede
tener expresion y/o actividad de ASA endogena residual, o ninguna actividad medible. Por ejemplo, el individuo que
tiene MLD puede tener niveles de expresion ASA que son menos de aproximadamente 30-50%, menos de
aproximadamente 25-30%, menos de aproximadamente 20-25%, menos de aproximadamente 15-20%, menos de
aproximadamente 10 -15%, menos de aproximadamente 5-10%, menos de aproximadamente 0,1-5% de los niveles
normales de expresion de ASA.

En algunas realizaciones, el individuo es un individuo que ha sido diagnosticado recientemente con la
enfermedad. Por lo general, el tratamiento temprano (el tratamiento comienza lo antes posible después del
diagndstico) es importante para minimizar los efectos de la enfermedad y maximizar los beneficios del tratamiento.

Tolerancia inmunolégica

Generalmente, la administracion intratecal de un agente terapéutico (una enzima ASA de reemplazo) segun
la presente invencién no produce efectos adversos graves en el sujeto. Como se usa en este documento, los efectos
adversos graves inducen, pero no se limitan a, una respuesta inmune sustancial, toxicidad o muerte. Como se usa en
el presente documento, el término "respuesta inmune sustancial" se refiere a respuestas inmunes graves, tales como
respuestas inmunes adaptativas de células T.

Por lo tanto, en muchas realizaciones, una formulacion para su uso de acuerdo con la presente invencién no
implica una terapia inmunosupresora concurrente (es decir, cualquier terapia inmunosupresora usada como
pretratamiento/preacondicionamiento o en paralelo al método). En algunas realizaciones, dicho uso no implica una
induccion de tolerancia inmune en el sujeto que esta siendo tratado. En algunas realizaciones, dicho uso no implica
un pretratamiento o preacondicionamiento del sujeto usando agente inmunosupresor de células T.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal de agentes terapéuticos puede generar una respuesta
inmune contra estos agentes. Por lo tanto, en algunos modelos de realizacion, puede ser Util hacer que el sujeto que
recibe la enzima de reemplazo sea tolerante a la terapia de reemplazo de enzima. La tolerancia inmune se puede
inducir usando diversos métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, un régimen inicial de 30-60 dias de un agente
inmunosupresor de células T como la ciclosporina A (CsA) y un agente antiproliferativo, como la azatioprina (Aza),
combinado con infusiones intratecales semanales de dosis bajas de una enzima de reemplazo deseada puede ser
usado.

Cualquier agente inmunosupresor conocido por el experto en la técnica puede emplearse junto con una
terapia de combinacién. Dichos agentes inmunosupresores incluyen, entre otros, ciclosporina, FK506, rapamicina,
CTLA4-Ig y agentes anti-TNF tales como etanercept (véase, por ejemplo, Moder, 2000, Ann. Allergy Asthma Immunol.
84, 280-284; Nevins, 52000, Curr. Opin. Pediatr,12, 146-150; Kurlberg et al., 2000, Scand. J. Immunol. 51, 224-230;
Ideguchi et. al, 2000,. Neurociencia 95, 217-226;. Potteret al, 1999, Ann NY Acad Sci 875, 159-174;... Slavik et al,
1999, Immunol R es 19, 1-24; Gaziev et al., 1999, Bone Marrow Transplant. 25, 689-696; Henry, 1999, Clin. Transplant.
13, 209-220; Gummert et al., 1999, J. Am. Soc. Nephrol. 10, 1366-1380; Qi et al., 2000, Transplantation 69, 1275-
1283). El anticuerpo anti-receptor de IL2 (subunidad a) daclizumab (por ejemplo, Zenapax.TM.), Que se ha demostrado
eficaz en pacientes trasplantados, también puede usarse como un agente inmunosupresor (ver, por ejemplo, Wiseman
et al., 1999, Drogas). 58, 1029-1042; Beniaminovitz et al., 2000, N. Engl J. Med. 342, 613-619; Ponticelli et al., 1999,
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Drugs Rd 1, 55-60; Berard et al., 1999, Farmacoterapia 19, 1127-1137; Eckhoff et al., 2000, Transplantation 69,1867-
1872; Ekberg et al., 2000, Transpl. Int. 13, 151-159). Los agentes inmunosupresores adicionales incluyen, entre otros,
anti-CD2 (Branco et al., 1999, Transplantation 68, 1588-1596; Przepiorka et al., 1998, Blood 92, 4066-4071), anti-CD4
(Marinova-Mutafchieva et al.., 2000, Arthritis Rheum. 43, 638-644; Fishwild et al., 1999, Clin. Immunol. 92, 138-152),
y ligando anti-CD40 (Hong et al., 2000, Semin. Nephrol. 20, 108-125; Chirmule et al., 2000, J. Virol. 74, 3345-3352; Ito
et al., 2000, J. Immunol. 164,1230-1235).

Administracion

Se contemplan administraciones tanto simples como multiples de una cantidad terapéuticamente efectiva del
agente terapéutico (enzimas ASA de reemplazo). El agente terapéutico (enzimas de reemplazo) se puede administrar
a intervalos regulares, dependiendo de la naturaleza, gravedad y extension de la condicion del sujeto. En algunas
realizaciones, una cantidad terapéuticamente efectiva del agente terapéutico (enzimas de reemplazo) puede
administrarse por via intratecal periédicamente a intervalos regulares (por ejemplo, una vez al afio, una vez cada seis
meses, una vez cada cinco meses, una vez cada tres meses, bimensualmente (una vez cada dos meses),
mensualmente (una vez al mes), quincenalmente (una vez cada dos semanas), semanal).

En algunas realizaciones, la administracion intratecal puede usarse junto con otras vias de administraciéon
(por ejemplo, intravenosa, subcutanea, intramuscular, parenteral, transdérmica o transmucosa (por ejemplo, oral o
nasal)). En algunas realizaciones, esas otras vias de administracion (por ejemplo, administracién intravenosa) pueden
realizarse no mas frecuentemente que quincenalmente, mensualmente, una vez cada dos meses, una vez cada tres
meses, una vez cada cuatro meses, una vez cada cinco meses, una vez cada seis meses, administracion anual.

Tal como se utiliza aqui, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" es la base en gran parte determinada
de la cantidad total de agente terapéutico contenida en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion.
Generalmente, una cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para lograr un beneficio significativo para el sujeto
(por ejemplo, tratar, modular, curar, prevenir y/o mejorar la enfermedad o afeccion subyacente). Por ejemplo, una
cantidad terapéuticamente efectiva puede ser una cantidad suficiente para lograr un efecto terapéutico y/o profilactico
deseado, tal como una cantidad suficiente para modular los receptores de enzimas lisosomales o su actividad para
tratar de ese modo la enfermedad de almacenamiento lisosomico o sus sintomas (por ejemplo, una reduccion o
eliminacion de la presencia o incidencia de "cuerpos de cebra" o vacuolizacion celular después de la administracion
de las composiciones de la presente invencion a un sujeto). Generalmente, la cantidad de un agente terapéutico (por
ejemplo, una enzima lisosdbmica recombinante) administrada a un sujeto que lo necesite dependera de las
caracteristicas del sujeto. Dichas caracteristicas incluyen la condicién, la gravedad de la enfermedad, la salud general,
la edad, el sexo y el peso corporal del sujeto. Un experto en la materia podra determinar facilmente las dosis
apropiadas dependiendo de estos y otros factores relacionados. Ademas, tanto los ensayos diana como los subjetivos
pueden emplearse opcionalmente para identificar rangos de dosificacién 6ptimos.

Una cantidad terapéuticamente efectiva se administra cominmente en un régimen de dosificacion que puede
comprender multiples dosis unitarias. Para cualquier proteina terapéutica particular, una cantidad terapéuticamente
efectiva (y/o una dosis unitaria apropiada dentro de un régimen de dosificacién eficaz) puede variar, por ejemplo,
dependiendo de la via de administracién, en combinacion con otros agentes farmacéuticos. Ademas, la cantidad
terapéuticamente efectiva especifica (y/o dosis unitaria) para cualquier paciente en particular puede depender de una
variedad de factores que incluyen el trastorno que se trata y la gravedad del trastorno; la actividad del agente
farmacéutico especifico empleado; la composicién especifica empleada; la edad, peso corporal, salud general, sexo
y dieta del paciente; el tiempo de administracion, la ruta de administracion y/o la tasa de excrecién o metabolismo de
la proteina de fusién especifica empleada; la duracion del tratamiento; y factores similares como es bien conocido en
las técnicas médicas.

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente efectiva varia de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso
cerebral a 500 mg/kg de peso cerebral, por ejemplo, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 400 mg/kg
de peso cerebral, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 300 mg/kg de peso cerebral, de
aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 200 mg/kg de peso cerebral, de aproximadamente 0,005 mg/kg de
peso cerebral a 100 mg/kg de peso cerebral, de aproximadamente 0,005 mg/kg peso cerebral a 90 mg/kg de peso
cerebral, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 80 mg/kg de peso cerebral, de aproximadamente 0,005
mg/kg de peso cerebral a 70 mg/kg de peso cerebral, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 60 mg/kg
de peso cerebral, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 50 mg/kg de peso cerebral, de
aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 40 mg/kg de peso cerebral, de aproximadamente 0,005 mg/kg de
peso cerebral a 30 mg/kg de peso cerebral, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 25 mg/kg de peso
cerebral, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 20 mg/kg de peso cerebral, de aproximadamente 0,005
mg/kg de peso cerebral a 15 mg/kg cerebro peso, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 10 mg/kg de
peso cerebral.

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente efectiva es mayor que aproximadamente 0,1 mg/kg de
peso cerebral, mayor que aproximadamente 0,5 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 1,0 mg/kg de
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peso cerebral, mayor de aproximadamente 3 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 5 mg/kg de peso
cerebral, mayor de aproximadamente 10 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 15 mg/kg de peso
cerebral, mayor mayor que aproximadamente 20 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 30 mg/kg de
peso cerebral, mayor que aproximadamente 40 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 50 mg/kg de
peso cerebral, mayor que aproximadamente 60 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 70 mg/kg de
peso cerebral, mayor de aproximadamente 80 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 90 mg/kg de peso
cerebral, mayor de aproximadamente 100 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 150 mg/kg de peso
cerebral, mayor de aproximadamente 200 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 250 mg/kg de peso
cerebral, mayor de aproximadamente 300 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 350 mg/kg de peso
cerebral, mayor que aproximadamente 400 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 450 mg/kg de peso
cerebral, mayor que aproximadamente 500 mg/kg de peso cerebral.

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente efectiva también puede definirse por mg/kg de peso
corporal. Como apreciaria un experto en la materia, los pesos cerebrales y los pesos corporales pueden
correlacionarse. Dekaban AS. " Changes in brain weights during the span of human life: relation of brain weights to
body heights and body weights", Ann Neurol 1978; 4: 345-56. Por lo tanto, en algunas realizaciones, las dosis pueden
convertirse como se muestra en la Tabla 5.

TABLA 5
Correlacion entre los pesos cerebrales, los pesos corporales y las edades de los varones.
Edad (afo) Peso del cerebro (kg) Peso corporal (kg)
3 (31-43 meses) 1,27 15,55
4-5 1,30 19,46

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente efectiva también puede definirse por mg/15 cc de CSF.
Como apreciaria un experto en la materia, las dosis terapéuticamente efectivas basadas en los pesos cerebrales y los
pesos corporales se pueden convertir a mg/15 cc de LCR. Por ejemplo, el volumen de LCR en humanos adultos es
de aproximadamente 150 ml (Johanson CE, et al. "Multiplicity of cerebrospinal fluid functions: New challenges in health
and disease", Cerebrospinal Fluid Res. 2008 14;5:10). Por lo tanto, las inyecciones de dosis Unica de 0,1 mg a 50 mg
de proteina para adultos serian aproximadamente 0,01 mg/15 cc de CSF (0,1 mg) a 5,0 mg/15 cc de dosis de CSF
(50 mg) en adultos.

Se ha de entender que para cualquier sujeto particular adicional, regimenes de dosificacion especificos deben
ajustarse con el tiempo segun la necesidad individual y el juicio profesional de la persona que administra o supervisa
la administracién de la terapia de reemplazo de enzimas y que los intervalos de dosificacion establecidos aqui en
adelante son solo ejemplares.

Kits

Ademads, se proporcionan kits u otros articulos de fabricacién que contienen la formulacién de la presente
invencion y proporcionan instrucciones para su reconstitucion (si esta liofilizada) y/o uso. Los kits u otros articulos de
fabricacién pueden incluir un contenedor, un IDDD, un catéter y cualquier otro articulo, dispositivo o equipo Util en la
administracion intercal y la cirugia asociada. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas
(por ejemplo, jeringas precargadas), ampollas, cartuchos, depdésitos o lyo-jects. El contenedor puede estar formado
por una variedad de materiales como vidrio o plastico. En algunas realizaciones, un recipiente es una jeringa
precargada. Las jeringas precargadas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, jeringas de vidrio de borosilicato con
revestimiento de silicona cocida, jeringas de vidrio de borosilicato con silicona pulverizada o jeringas de resina plastica
sin silicona.

Tipicamente, el contenedor puede contener formulaciones y una etiqueta, o estar asociado con el contenedor,
que puede indicar instrucciones para la reconstitucion y/o uso. Por ejemplo, la etiqueta puede indicar que la formulacion
se reconstituye a concentraciones de proteina como se describe anteriormente. La etiqueta puede indicar ademas que
la formulacion es Util o esta destinada, por ejemplo, a la administracion de IT. En algunas realizaciones, un recipiente
puede contener una dosis Unica de una formulacién a base de solucién salina o tamp6n que contiene un agente
terapéutico (una enzima ASA de reemplazo). En varias realizaciones, una dosis Unica de la formulacién a base de
solucion salina o tampdn esta presente en un volumen de menos de aproximadamente 15 ml, 10 ml, 5,0 ml, 4,0 ml,
3,5ml, 3,0 ml, 2,5 ml, 2,0 ml, 1,5 ml, 1,0 ml, o 0,5 ml. Alternativamente, un recipiente que contiene la formulacién
puede ser un vial de usos multiples, que permite la administracion repetida (por ejemplo, de 2 a 6 administraciones)
de la formulacién. Los kits u otros articulos de fabricacion pueden incluir ademas un segundo recipiente que comprende
un diluyente adecuado (por ejemplo, BWFI, solucién salina, solucién salina tamponada). Al mezclar el diluyente y la
formulacion, la concentracién final de proteina en la formulacién reconstituida generalmente sera de al menos 1 mg/mi
(por ejemplo, al menos 5 mg/ml, al menos 10 mg/ml, al menos 25 mg/ml, al menos 50 mg/ml, al menos 75 mg/ml, al
menos 100 mg/ml). Los kits u otros articulos de fabricaciéon pueden incluir ademas otros materiales deseables desde
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el punto de vista comercial y del usuario, incluidos otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, IDDD, catéteres, jeringas
e insertos de paquetes con instrucciones de uso.

La invencién se entendera mas plenamente por referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, no deben
interpretarse como limitantes del alcance de la invencién.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1: TOXICOLOGIA DE LA ARILSULFATASA A ADMINISTRADA

Para evaluar la capacidad de otras enzimas recombinantes administradas intratecalmente para distribuirse
en las células y tejidos del estudio SNC, GLP se realiz6 para evaluar la administracién intratecal (IT) de dosis repetidas
de arilsulfatasa A humana (rhASA) preparada de forma recombinante desde una perspectiva de toxicologia y
farmacologia de seguridad durante un periodo de un mes en monos cynomolgus juveniles (menores de 12 meses de
edad). La formulacién de rhASA se preparé y formulé en un vehiculo de NaCl 154 mM, 0,005% de polisorbato 20 a un
pH de 6,0.

Para lograr esto, nueve monos cynomolgus juveniles machos y nueve hembras fueron asignados
aleatoriamente por peso corporal a uno de los tres grupos de tratamiento como se muestra en la siguiente Tabla 6.
Los animales (con la excepcién de 1 animal macho para la Dosis 1) recibieron Infusién de IT a corto plazo de 0,6 ml
de 0, 3 0 31 mg/ml de rhASA (dosis total de 0, 1,8 o 18,6 mg) en semanas alternas para un total de tres dosis por
animal. Se monitorearon los pesos corporales, las observaciones clinicas, los exadmenes neuroldgicos y fisicos, la
patologia clinica, los examenes oftalmolégicos y el muestreo toxicocinético. Todos los animales fueron necropsiados
el dia 29, 30 o 31 (<24 horas después de la ultima dosis de IT). Los tejidos seleccionados fueron cosechados,
guardados y examinados microscépicamente.

TABLA 6
Grupo | N° de animales Congentracién de  dosis Volgmen de | Dosis administrada
nominal (mg/ml) dosis (ml) (mg)
1 3M, 3F 0 0,6 0
2 3M, 3F 3 0,6 1,8
3 3M, 3F 31 0,6 18,6

Las concentraciones de rhASA detectadas en los tejidos del SNC de los monos cynomolgus se analizaron
mediante ELISA y se compararon con una diana terapéutica del 10% de las concentraciones normales de rhASA
humano, que corresponde a aproximadamente 2,5 ng/mg de tejido. Se extrajeron muestras de tejido o perforaciones
de diferentes areas de los cerebros de los monos cynomolgus y se analizaron adicionalmente para detectar la
presencia de rhASA. La Figura 24 ilustra los tejidos de los que se extrajeron los punzones. Las muestras de tejido
perforado reflejaron un aumento en las concentraciones de rhASA, como se refleja en las Figuras 25A-G, con un
gradiente de deposicién desde la corteza cerebral hasta la materia blanca profunda y la materia gris profunda.

Las concentraciones de rhASA detectadas usando el mismo punzén de las rutas de administracion IT e ICV
para seis monos a los que se les administré la dosis de 18,6 mg de rhASA, se ilustran en las Figuras. 26A-B. Las
concentraciones de rhASA detectadas en la materia blanca profunda (Figura 25A) y en la materia gris profunda (Figura
26B) de los tejidos cerebrales de monos cynomolgus adultos y juveniles por via intratecal (IT) o intracerebroventricular
(ICV) administradas rhASA fueron comparables.

Las muestras de tejido perforadas extraidas de los cerebros de adultos y monos cynomolgus juveniles luego
fueron analizadas para determinar las concentraciones de rhASA depositadas en la muestra de tejido extraida, y para
comparar dichas concentraciones a la concentracién diana terapéutica de 2,5 ng por mg de proteina rhASA
(correspondiente al 10% de la concentracion normal de rhASA en un sujeto sano). Como se ilustra en la Figura 27A,
en cada muestra de tejido analizada, la dosis de 18,6 mg de rhASA administrado por IT dio como resultado una
concentracion de rhASA que excedid la concentracion terapéutica diana de 2,5 ng/mg de proteina. De manera similar,
cuando se administré una dosis de 1,8 mg de rhASA a monos cynomolgus juveniles, cada muestra de tejido analizada
demostrd una concentracion de rhASA dentro o superior a la concentracion terapéutica de 2,5 ng/mg de proteina y las
concentraciones medias de rhASA estaban por encima de la diana terapéutica para todos las punciones de tejido
probadas (Figura 27B).

Para determinar si la rhASA administrada por IT se estaba distribuyendo a las células relevantes, se analizé
el tejido de la materia blanca profunda de un mono cynomolgus 1,8 mg de ASA administrado por IT, desde el area
ilustrada en la Figura 28A. La inmunotincién del tejido de la sustancia blanca profunda revel6 la distribucién de rhASA
en el mono cynomolgus en las células de oligodendrocitos, como se ilustra en la Figura 28B. De manera similar, la
Figura 28C ilustra que el rhrASA administrado por IT demostré la ubicacion conjunta en los tejidos profundos de la
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sustancia blanca del mono cynomolgus. En particular, la colocalizacién bajo coloracién en los organulos diana, como
el lisosoma, es evidente (Figura 28C), lo que respalda la conclusién de que rhASA administrado por IT es capaz de
distribuirse a las células, tejidos y organulos relevantes del SNC, incluido el lisosomas de oligodendrocitos. Lo anterior
respalda la conclusién de que la diferencia entre la entrega de ICV y IT también fue minima para la entrega de rhASA.

EJEMPLO 2: BIODISTRIBUCION CON PROTEINA RADIOMARCADA

rhASA marcada con el emisor de positrones 124 que estaba preparado y formulado en un vehiculo de NaCl
154 mM, 0,005% polisorbato 20 a un pH de 6,0. Se administré un volumen de la formulacion equivalente a 3 mg de
rhASA (correspondiente a aproximadamente 3 8 mg/kg de cerebro) a monos cynomolgus adultos por via de
administracion intracerebroventricular (ICV) e intratecal (IT). Los monos cynomolgus fueron sometidos a estudios de
imagenes PET de alta resolucion (microPET P4) para determinar la distribucién de la rhASA marcada con 24
administrada.

Los datos de imagen PET (Figura 29) ilustran que tanto la rhRASA marcada con 24| administrada por ICV como
IT se distribuyé efectivamente a los tejidos del SNC, y en particular la rhRASA marcada con 2*l administrada a través
del catéter lumbar IT Inmediatamente y uniformemente extendido en el liquido cefalorraquideo (LCR) a lo largo de la
columna vertebral. En particular, como se representa en la FIG. 29, después de la administracion de ICV e IT, se
detectaron concentraciones terapéuticas de rhASA marcadas con '?*| en los tejidos del SNC del mono cynomolgus
sujeto, incluidos el cerebro, la médula espinal y el LCR. Las concentraciones de rhASA detectadas en tales tejidos del
SNC, y en particular en los tejidos del cerebro, excedieron la concentracién terapéutica diana de 2,5ng/mg de proteina.

Si bien la distribucién de la proteina rhASA fue comparable para vias de administracién tanto IT como ICV,
ICV resulté en notablemente menos deposicion dentro de la columna vertebral, como evidencia en la Figura 29.

Veinticuatro horas después de la administracion de la formulacion, el ASA etiquetado 24l administrado tanto
ICV como IT efectivamente distribuido a los tejidos del SNC. En particular, veinticuatro horas después de la
administracion de IT, el 12,4% de la dosis administrada estaba en la regién craneal, en comparacion con el 16,7% de
la dosis administrada por ICV. En consecuencia, las concentraciones de rhASA detectadas en dichos tejidos del SNC,
y en particular en los tejidos del cerebro, cuando se administré rhASA, se acercaron a las concentraciones detectadas
después de la administraciéon de ICV de la misma dosis.

La inyeccion de ICV del rhASA etiquetado con 24l da como resultado la transferencia inmediata del volumen
inyectado a la cisterna magna, cisterna pontis, cisterna interpeduncular y espina proximal, como se ilustra en la Figura
30. Como también se ilustra en la Figura 30, dentro de 2-5 horas, la administracion de IT entregé el rhASA marcado
con '?*| a los mismos compartimentos iniciales (cisternas y columna proximal) como se muestra para la administracion
de ICV. Veinticuatro horas después de la distribucién tanto de ICV como de IT de la rhASA marcada con '?4| fue
comparable, como se ilustra en la Figura 31. Por consiguiente, a diferencia de los farmacos de moléculas pequenas,
los resultados anteriores sugieren que la administracion de ICV ofrece ventajas minimas sobre la administracion de
rhASA por IT.

Estos resultados confirman que rhASA puede administrarse a un sujeto usando la ruta de administracion de
IT menos invasiva y de ese modo lograr concentraciones terapéuticas en células y tejidos diana.

Las enfermedades de almacenamiento lisosémico representan una familia de trastornos genéticos causados
por enzimas faltantes o defectuosas que dan como resultado una acumulacién anormal de sustrato. Si bien los
sintomas periféricos asociados con varias de estas enfermedades pueden mitigarse efectivamente mediante la
administracion intravenosa de enzimas recombinantes, no se espera que la administracion intravenosa de tales
enzimas recombinantes afecte significativamente las manifestaciones del SNC asociadas con la mayoria de la
enfermedad de almacenamiento lisosomal. Por ejemplo, la iduronato-2-sulfatasa humana recombinante (ldursulfasa,
Elaprase®; Shire Human Genetic Therapies, Inc. Lexington, MA) estd aprobada para el tratamiento de los sintomas
somaticos del sindrome de Hunter, pero no existe una terapia farmacoldgica para el tratamiento neurolégico.
manifestaciones que pueden incluir retraso en el desarrollo y deterioro mental progresivo. Esto se debe en parte a la
naturaleza de I12S, que es una enzima grande altamente glucosilada con un peso molecular de aproximadamente 76
kD y que no atraviesa la barrera hematoencefalica después de la administracion intravenosa.

Los presentes inventores por lo tanto, han llevado a cabo un programa para investigar la entrega intratecal
(IT) de las formulaciones intratecales de enzimas humanas recombinantes, tales como, por ejemplo, iduronato-2-
sulfatasa (12S), arilsulfatasa A (Rhasa) y alfa- N-acetilglucosaminidasa (Naglu). Los resultados presentados en este
documento representan el primero en demostrar que la administracion IT-lumbar de una proteina lisosémica
recombinante da como resultado el suministro de una fraccién significativa de la proteina administrada al cerebro vy,
en particular, el depdsito generalizado de dichas proteinas en las neuronas del cerebro. y la médula espinal tanto en
monos cynomolgus como en perros. Los andlisis inmunohistoquimicos de los tejidos del SNC demostraron que la
proteina esta dirigida al lisosoma, el sitio de acumulacion de glucosaminoglicanos patologicos en los trastornos de
almacenamiento lisosémico. Ademas, las mejoras morfolégicas demostradas en el modelo de ratén IKO del sindrome
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de Hunter, el modelo de ratdn deficiente en Naglu del sindrome de Sanfilippo tipo B y el modelo de raton knockout
ASA de leucodistrofia metacromatica (MLD) refuerza la observacién de que la enzima administrada por IT se distribuye
a los tejidos apropiados y transportados a los compartimentos celulares y organulos apropiados.

Las similitudes observadas en los patrones de distribucion cerebral detectados después de la administracion
IT-lumbar e ICV de 12S sugieren un flujo masivo y una remezcla activa del LCR. Asi, en un entorno clinico, tanto el IT
y la administracion ICV rutas son potencialmente factible, sin embargo, la deposicion observada de 12S en la médula
espinal después de la administracién de IT proporciona una clara ventaja en el tratamiento de las secuelas de la
médula y los componentes de las enfermedades de almacenamiento lisosomal, tales como el sindrome de Hunter.
Ademas, los puertos de inyeccion espinal son menos invasivos y se espera que sean mas adecuados para el uso
crénico, especialmente en sujetos pediatricos.

La evidencia de la tincién de células perivasculares y la dinamica de translocacion de proteinas observada
por los estudios de imagen PET anteriores indican que la enzima se mueve dentro del espacio perivascular,
presumiblemente por mecanismos convectivos asistidos por pulsacion. La asociacion observada de 12S con
neurofilamentos sugiere un mecanismo adicional de transporte, indicativo del transporte axonal activo. Este ultimo
presumiblemente comienza con la interaccion de proteinas con los receptores neuronales de manosa-6-fosfato, que
se expresan ampliamente en las células de la médula espinal y el cerebro y que tras la administracién directa al
parénquima cerebral, las células diana pueden absorber faciimente la enzima 12S. (Begley, et al., Curr Pharm Des
(2008) 14:1566-1580).

Si bien el transporte axonal de enzimas lisosomales se ha implicado previamente por métodos indirectos in
vivo 'y por imagenes in vitro, los estudios actuales proporcionan la primera evidencia directa del transporte axonal de
enzimas expresadas de forma no viral a través del LCR. Por lo tanto, el suministro de proteinas desde el LCR a la
superficie del cerebro y mas profundamente en los tejidos cerebrales parece depender de procesos de transferencia
activos, ninguno de los cuales se ha descrito o aclarado previamente para el suministro de proteinas o enzimas a las
células, tejidos y organulos del cerebro.

Contrariamente al punto de vista prevaleciente de que la dinamica de flujo del parénquima intersticio y el LCR
evitaria la distribucion de proteinas administradas por IT-lumbares a la sustancia blanca del cerebro, los estudios
instantaneos demuestran claramente que el suministro de una enzima lisosémica por IT produce distribucion y
acumulacion de proteinas en todos los tejidos cerebrales y deposicion en el compartimento lisosémico de las células
diana, que son el sitio de acumulacién patolégica de glucosaminoglicanos. (Ver, por ejemplo, Fenstermacher et al.,
Ann NY Acad Sci (1988) 531: 29-39 y DiChiro et al., Neurology (1976) 26:1-8.) Junto con la naturaleza menos invasiva
del parto lumbar IT, esta ruta ofrece un medio clinicamente relevante para administrar terapias bioldgicas al cerebro,
particularmente en nifios.

EJEMPLO 3: FORMULACIONES DE ARILSULFATASA A PARA LA ADMINISTRACION DE IT

Este ejemplo resume el trabajo para establecer una forma de dosificacion liquida de alta concentracion de
rhASA (arilsulfasa A) y la formulacion de sustancia farmacoldgica y producto farmacolégico para el tratamiento de
leucodistrofia metacromatica (MLD) a través de la via de administracion intratecal (IT).

Los datos de estabilidad demuestran que la formulacién salina de la sustancia farmacolégica y el producto
farmacoldgico (sin PBS 20) es estable después de 18 meses a <-65 grados C y 18 meses a 2-8 grados C. Durante el
desarrollo farmacéutico de esta proteina, se investigo la solubilidad y estabilidad de rhASA en condiciones limitadas
de tampon y excipiente debido a su entrega prevista al SNC. Anteriormente, se habian realizado estudios de desarrollo
de formulacion para desarrollar una formulacién intravenosa (IV). En base a los resultados de estos experimentos, se
seleccion6 una formulacion que contenia 30 mg/ml de rhASA en tampdn citrato-fosfato 10 mM, pH 5,5 con NaCl 137
mM y poloxémero 188 al 0,15% como la formulacién principal V. También se formulé rhASA para la administracion
de IT en tres formulaciones y se investigaron los datos de estabilidad para esta proteina en estas condiciones. Se
utilizaron lotes de rhASA derivados del producto material aguas arriba en un sitio. Los resultados demostraron que
rhASA era estable en solucion de cloruro de sodio 154 mM con 0,005% de polisorbato 20 (P20), pH 6,0 durante al
menos 18 meses a 2-8 grados C. Ademas, se han realizado estudios para demostrar la estabilidad hacia la
congelacién-descongelacion y degradacion inducida por agitacion.

Se purificaron los lotes de desarrollo, se ultrafiliraron y se diafiltraron (UF/DF) en 10 mM de citrato/fosfato,

137 mM NaCl , pH 5,5 con la posterior UF/DF en solucién salina final en una concentracion de aproximadamente 40
mg/mL. Las operaciones UF/DF se resumen en la Tabla 7.

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 896 060 T3

TABLA 7: Formulaciones seleccionadas para operaciones UF/DF de derivados de Xcellerex

Formulacion | Tampén inicial y UF/DF en solucidn salina Aditivo
A 10 mM citratofosfato, 137 mM NaCl , pH 5,5. Posterior UF/DF en | 9:0957% 48
154 mM NaCl. pH final 5,9 polisore
10 mM citrato/fosfato, 137 mM NaCl , pH 5,5. Posteriormente 0,005% de
B UF/DF en fosfato de sodio 5 mM, NaCl 145 mM, pH 6,0. pH final polisorbato 20
6,0 *
10 mM citrato/fosfato, 137 mM NaCl , pH 5,5. Posteriormente 0,005% de
C UF/DF en citrato/fosfato 10 mM, NaCl 137 mM, pH 7,0, y un polisorbato 20
segundo UF/DF en NaCl 154 mM. pH final 6,5 *

rhASA

rhASA formulado a 40 mg/ml de rhASA en citrato de fosfato sédico 10 mM con NaCl 137 mM, a pH 5,6 se
dializ6 en cinco formulaciones que se utilizaron para estudios de preformulacion de IT (Tabla 8).

TABLA 8: Tampones seleccionados para la deteccion de formulacion compatible con IT

Numero de formulacion | Especies de amortiguamiento pH
1 154 mM NaCl * 5,9
2 154 mM NaCl ** 7,0
3 Tampon fosfato 5 mM con NaCl 145 mM 6,0
4 Tampén fosfato 5 mM con NaCl 145 mM 7,0
5 Tampon fosfato 1 mM con CaClz 2 mM y NaCl 137 70
mM ’
Métodos

Para la determinacién de la temperatura de fusién (Tm) por calorimetria diferencial de barrido (DSC), se
emple6é un microcalorimetro capilar DSC (MicroCal) a una velocidad de barrido de 60°C/hr y un intervalo de
temperatura de 10-110°C. Las lineas de base del tamp6n se restaron de los escaneos de proteinas. Las exploraciones
se normalizaron para la concentracion de proteina de cada muestra (medida por absorbancia ultravioleta a 280 nmy
utilizando un coeficiente de extincién de 0,69 (mg/ml)-1 cm-1). Para los experimentos iniciales de estabilidad a corto
plazo, la sustancia farmacolégica rhASA se someti6é a dos semanas a 40°C o un mes a 40°C. Se colocaron muestras
adicionales en estabilidad a corto plazo a 2-8°C durante 3 meses. Las muestras se filtraron (Millipore, P/N
SLGVO033RS) y se dispensaron alicuotas de 0,5 ml eNzml con tapones Fluorotec de 13 mm.

El efecto de la composicion de la formulacion (Tabla 8) en la Tm (punto medio de la temperatura induce
térmicamente desnaturalizacion) se investigd mediante DSC. Los valores de Tm para diferentes composiciones de
formulacion se muestran en la Figura 5. Los valores de Tm exhibieron similares despliegue temperaturas para la
mayoria de las formulaciones, excepto bajos valores de Tm fueron observados para rhASA formulado en cualquiera
de fosfato de sodio 5 mM con NaCl 154 mM a pH 7,0 o fosfato de sodio 1 mM con 2mM CaClz y 137 mM NaCl a pH
7,0.

También se investigé el efecto de la degradacién inducida térmicamente de rhASA en las cinco formulaciones
seleccionadas (Tabla 8). Las muestras se almacenaron durante 2 semanas o un mes a 40°C o durante 3 meses a 2-
8°C. EIl andlisis de SDS-PAGE (Coomassie) de muestras almacenadas durante 2 semanas a 40°C detectd
fragmentacion de rhASA formulada en fosfato de sodio 5 mM con NaCl 154 mM a pH 7,0, asi como en fosfato de sodio
1 mM con CaCl2 2 mM y NaCl 137 mM a pH 7,0 (Figura 6). No se observé tal degradacion para las otras formulaciones.

La presencia de productos de descomposicion es consistente con el pico principal porcentual mas bajo
observado por RP-HPLC para los mismos puntos de tiempo (Tabla 10). También se observd que rhASA formulado en
PBS 1 mM con CaClz 2 mM a pH 7,0 no mantuvo su pH al inicio y después de la exposicidn a corto plazo a condiciones
de estrés térmico.

Los sistemas de HPLC Waters se usaron para exclusion por tamaro y analisis de HPLC de fase inversa. Para
el analisis inicial de SEC-HPLC, se inyectaron 50 ug de rhASA en una columna Agilent Zorbax GF-250 (4,6 mm x 250
mm) y se ejecutd isocraticamente a 0,24 ml/min usando una fase movil de citrato de sodio 100 mM pH 5,5 (octémero
deteccion) con una longitud de onda de deteccién de 280 nm. Los andlisis se repitieron usando condiciones de fase
moévil de citrato de sodio 100 mM, pH 7,0 (deteccién de dimero).
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Todos los estudios de intercambio de tampdn y concentracién se realizaron usando Centricon-Plus 20
(Millipore, 10 kDa MWCO).

Preformulacion estudios de cribado - Efecto de la especie de regulador y el pH

Debido al nimero limitado de composiciones en solucion aprobados utilizados para la administraciéon SNC,
s6lo cinco isoténicas composiciones en solucidn, que se enumeran en la Tabla 8, se seleccionaron para el cribado.

Memoria de pH

Antes de la seleccion de tampones para la estabilidad a largo plazo, se realizaron dos experimentos de
"memoria de pH" para investigar si el tampo6n de proteina intercambiado en solucion salina era capaz de mantener el
pH del tampdn original. En el experimento inicial, rhASA a aproximadamente 8 mg/ml se dializ6 primero en citrato-
fosfato 10 mM con NaCl 137 mM, a un valor de pH de 5,5 o 7,0, seguido de una segunda didlisis en solucion salina.
En el segundo experimento, rhASA se dializ6 en citrato-fosfato 10 mM con NaCl 137 mM, a valores de pH de 5,50 7,0
y posteriormente se intercambid el tampdn y se concentrd en soluciones salinas a aproximadamente 35 mg/ml.

Cuando rhASA formulado en citrato-fosfato 10 mM con NaCl 137 mM a valores de pH de 5,5 o0 7,0 se dializd
en solucién salina, no se observé un aumento de la turbidez. El pH de la solucién salina final fue similar al pH del
tampon de citrato-fosfato anterior al que estuvo expuesto. Cuando rhASA formulado en tampones basados en citrato-
fosfato a valores de pH de 5,5 o pH 7,0 se dializaron en solucién salina y luego se concentraron a aproximadamente
35 mg/ml usando un Centricon, el pH de las soluciones salinas de proteinas cambié de pH 5,5 a 5,8 o de pH 7,0 a 6,8,
respectivamente. Ambas soluciones concentradas de rhASA en solucion salina eran ligeramente opalescentes y tenian
valores de OD320 en el rango de 0,064 (pH 6,8) a 0,080 (pH 5,5).

Seleccion de excipiente

Polisorbato 20 (P20) se incluyé en todas las cinco composiciones de disolucion seleccionadas a una
concentracién final de 0,005%. La eleccién del tensioactivo se realizd en base a la experiencia previa de la tolerabilidad
in vivo de P20 al 0,005% para el suministro del SNC de otras proteinas Shire. Se prepard una soluciéon de P20 al 5%
(v/v) y se anadi6 el volumen apropiada a cada formulacion de proteina para obtener una concentracion final de 0,005%.

Estudios de robustez de formulacion - Estudio de estabilidad

En base a los resultados iniciales obtenidos de la deteccion de diferentes tampones y valores de pH, se
seleccionaron tres composiciones de solucion para estudios de estabilidad a largo plazo (preparacion de muestra
como en la Tabla 8. Se inici6 un estudio de un afio en el formulaciones propuestas (Tabla 9). Las muestras de
estabilidad en cada punto de tiempo se analizaron por SEC-HPLC, RP-HPLC, OD320, concentracién de proteina, pH,
actividad especifica, SDS-PAGE (Coomassie) y apariencia.

TABLA 9 - Formulaciones para estudios de estabilidad a largo plazo

iy Composicion de formulacién con - .
Formulacion 0,005% de polisorbato 20 Condiciones de estudio
A NaCl 154 mM, pH 5,9 5°C, 25°C, 40°C y linea base
B Fosfato de sodio 5 mM, NaCl 145 mM, pH congelada a <- 65°C
6,0
C NaCl 154 mM, pH 6,5
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TABLA 10: ESTABILIDAD DE FORMULACIONES SELECCIONADAS DESPUES DE 2 SEMANAS A 40 + 2°C

SEC SEC
Proteina HPLC (% | HPLC (% | RP HPLC Actividad
Formulacion | Apariencia | Conc. 0OD320 | pico pico (% pico | pH | especifica
(mg/ml) principal) | principal) | principal) (U/mg)

apH5,5 apH7,0

Solucion salina, pH 5,9

Claro a
Base ligeramente 29,9 0,044 >99,9 99,7 99,8 5,6 74
opalescente
Claro a
Estresado ligeramente 31,1 0,062 99,8 99,6 99,9 57 88

opalescente

Solucion salina, pH 7,0

Claro a
Base ligeramente 29,0 0,038 >99,9 99,6 >99,9 6,7 83
opalescente
Claro a
Estresado ligeramente 32,1 0,041 99,1 99,7 97,0 6,5 66

opalescente

PBS 5 mM, pH 6,0

Claro a
Base ligeramente 29,8 0,058 >99,9 99,7 99,9 5,9 102
opalescente
Claro a
PBS 5 mM, pH 7,0
Claro a
Base ligeramente 29,7 0,035 >99,9 99,7 >99,7 6,9 86

opalescente

Ligeramente
opalescente
a
opalescente

Estresado 30,5 0,041 95,4 99,4 98,0 6,8 94

PBS 1 mM, pH 7,0 con CaCl22 mM, pH 7,0

Claro a
Base ligeramente 27,5 0,040 >99,9 99,7 >99,9 5,6 90
opalescente

Ligeramente
opalescente
a
opalescente

Estresado 27,7 0,042 94,8 99,8 99,0 6,6 93

No se observaron cambios significativos en la actividad especifica para las muestras de estrés (Tabla 10). El
andlisis por exclusién por tamafo HPLC detect6 cierta degradacion para la muestra estresada térmicamente de 2
semanas formulada en fosfato de sodio 5 mM con NaCl 154 mM a pH 7,0. La degradacion fue mas evidente por SEC-
HPLC usando una condicién de fase moévil de pH 5,5 que induce la asociacion de rhASA a un octamero. En estas
condiciones de fase movil, rhASA formulado a pH 7,0 en PBS 1 mM con CaClz2 2 mM también exhibié una degradacion
significativa.

Después de la exposicién a 1 mes a 40°C, las muestras formuladas en PBS 5 mM, pH 7,0 y PBS 1 mM, pH
7,0 con CaClz 2 mM demostraron fragmentacion por SDS-PAGE (datos no mostrados). De acuerdo con esta
observacion, RP-HPLC y SEC-HPLC también observaron una reduccion en el porcentaje del pico principal para las
muestras almacenadas en estas dos formulaciones de pH 7 (Tabla 11). Sin embargo, solo se observé una disminucion
en la actividad especifica para rhASA formulado en PBS 5 mM, pH 7,0.
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SEC- SEC
Proteina HPLC (% | HPLC (% | RP HPLC Actividad
Formulacion | Apariencia | Conc. 0OD320 | pico pico (% pico | pH | especifica
(mg/ml) principal) | principal) | principal) (U/mg)
apH5,5 apH7,0
Solucién salina, pH 5,9
Claro a
Base ligeramente 29,9 0,044 >99,9 99,7 99,8 5,6 74
opalescente
Claro a
Estresado ligeramente 28,3 0,061 >99,9 99,5 99,9 5,7 107
opalescente
Solucioén salina, pH 7,0
Claro a
Base ligeramente 29,0 0,038 >99,9 99,6 >99,9 6,7 83
opalescente
Claro a
Estresado ligeramente 25,7 0,189 95,7 99,8 99,5 6,6 100
opalescente
PBS 5 mM, pH 6,0
Claro a
Base ligeramente 29,8 0,058 >99,9 99,7 99,9 59 102
opalescente
Nlava ~
PBS 5 mM, pH 7,0
Claro a
Base ligeramente | 29,7 0,035 >99,9 99,7 >99,9 6,9 86
opalescente
Ligeramente
Estresado gpa'esce”te 27,3 0,142 | 91,8 89,6 97,1 6,9 48
opalescente
PBS 1 mM, pH 7,0 con CaCl2 2 mM
Claro a
Base ligeramente | 27,5 0,040 >99,9 99,7 >99,9 5,6 90
opalescente
Ligeramente
Estresado gpa'esce”te 28,3 0,053 | 90,6 88,7 97,9 6,7 133
opalescente

36

Después de 3 meses de almacenamiento a 2-8°C, rhASA retuvo su actividad en todas las formulaciones
(Tabla 12). Ademas, rhASA mantuvo >99,8% de su area de pico principal segun lo evaluado por SEC-HPLC en ambas
condiciones de fase movil. Los datos de estabilidad durante 3 meses a 2-8°C se resumen en la Tabla 12.
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TABLA 12: ESTABILIDAD DE LOS TAMPONES SELECCIONADOS DESPUES DE 3 MESES A 2-8°C

SEC- SEC-
Proteina HPLC (% | HPLC (% | RP HPLC Actividad
Formulacion | Apariencia | Conc. 0OD320 | pico pico (% pico | pH | especifica
(mg/ml) principal) | principal) | principal) (U/mg)
apH5,5 apH7,0

Solucioén salina, pH 5,9

Claro a
Base ligeramente 29,9 0,044 >99,9 99,7 99,8 5,6 74
opalescente
Claro a
Estresado ligeramente 29,4 0,056 99,8 >99,9 99,9 5,6 97

opalescente

Solucioén salina, pH 7,0

Claro a
Base ligeramente 29,0 0,038 >99,9 99,6 >99,9 6,7 83
opalescente
Claro a
Estresado ligeramente 25,5 0,040 99,8 >99,9 >99,9 6,6 127

opalescente

PBS 5 mM, pH 6,0

Claro a
Base ligeramente 29,8 0,058 >99,9 99,7 99,9 59 102
opalescente
Claro a
Estresado ligeramente 29,9 0,045 99,8 >99,9 >99,9 59 109
opalescente
PBS 5 mM,
pH 7,0
Claro a
PBS 5 mM, pH 7,0
Claro a
Estresado ligeramente 29,0 0,038 99,8 >99,9 >99,9 6,9 110

opalescente

PBS 1 mM, pH 7,0 con CaCl22 mM

Claro a
Base ligeramente 27,5 0,040 >99,9 99,7 >99,9 5,6 90
opalescente
Claro a
Estresado ligeramente 28,0 0,042 99,8 99,9 >99,9 6,6 105

rhASA formulado en solucion salina, pH 7,0 y PBS 1 mM, pH 7,0 con CaCl2 2 mM también se evaluaron
después de 3 meses de almacenamiento en la condicion acelerada. de 25°C. Como se muestra en la Figura 7, rhASA
sufre una pequena cantidad de fragmentacién en estas formulaciones (con una intensidad aproximadamente la del
pico de impurezas BSA al 0,5%).

En conjunto, los estudios de preformulacion demostraron que la estabilidad de rhASA se mantiene a valores
de pH en el rango de 5,5 a 6,0. En todos los estudios que utilizan soluciones de formulacion a pH 7,0, rhASA demostré
la fragmentacién como una de sus vias de degradacion. Los resultados de estrés térmico obtenidos para los candidatos
a la formulacion IT a pH 7,0 fueron similares a los resultados de estrés térmico obtenidos para las formulaciones IV
(citrato de fosfato de sodio 10 mM con NaCl 137 mM) a pH 7,0, donde también se observ6 fragmentacion. En base a
estos estudios, se seleccionaron tres formulaciones siguientes, como en la Tabla 9, para estudios de estabilidad a
largo plazo.

Estudios de congelacion-descongelacion

Los experimentos de congelacion-descongelacion se realizaron realizando tres ciclos de congelacion-
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descongelacion controlada, desde temperatura ambiente hasta -50°C a 0,1°C/min en los estantes de un liofilizador
Vertis Genesis 35EL. Se dispensaron alicuotas de un ml de sustancia farmacolégica formulada a 30 mg/ml en cada
una de las cinco composiciones de solucién (Tabla 8) en viales de vidrio de 3 ml para este estudio.

La sustancia farmacolégica (38 + 4 mg/ml) se usé para todos los estudios de congelacion-descongelacion.
Para experimentos de congelacion-descongelacién de velocidad controlada a pequefia escala, se dispensaron
alicuotas de 2 ml de sustancia farmacolégica en viales de vidrio de 5 ml con tapones Fluorotec de 20 mm. Los
experimentos de estrés por congelacion y descongelacion se realizaron en los estantes de un liofilizador Virtis Genesis
35EL o en los estantes de un congelador de velocidad controlada (Camara de prueba vertical Tenney Jr, modelo:
TUJR-A-VERV). Se realizaron tres ciclos de congelacion a -50°C y descongelacion a 25°C a una velocidad de
congelacién y descongelacion de 0,1°C/min (usando un congelador de velocidad controlada) o una velocidad de
congelacién de 0,1°C/min y velocidad de descongelacion de 0,03°C/min (usando liofilizador). Para los estudios de
congelacién y descongelacion a granel, se dispensaron 90 ml de sustancia farmacolégica en frascos de policarbonil
de 250 ml. Para los estudios de congelacion y descongelacion en hielo seco, se dispensaron 3 ml de sustancia
farmacoldgica en viales de policarbonil de 5 ml (Biotainer P/N 3500-05) con y sin tapones de rosca de polipropileno.
Las muestras se congelaron durante la noche a < -65°C y luego se colocaron en hielo seco en un balde cerrado. Para
estos experimentos, se usaron viales de vidrio con tapén que contenian el mismo volumen de muestra como control
de estudio. Para los estudios de congelacion y descongelacion de la sustancia farmacoldgica diluida, se dispensaron
alicuotas de 1 mlde 1 y 5 mg/ml en tubos de polipropileno de 2 ml y se congelaron a < -65°C. Las muestras congeladas
se descongelaron posteriormente en el banco. El ciclo se repitid hasta 10 veces para imitar cualquier tension potencial
que pueda ocurrir con el manejo de las alicuotas estandar de referencia.

El efecto de la congelacion-descongelacion en la calidad de rhASA en las formulaciones propuestas con
0,005% P20 se determiné después de 3 ciclos de congelacién de velocidad controlada y descongelacion (0,1°C/min).
No se observd ningln cambio en la apariencia de rhASA y no se identificaron agregados solubles o degradantes
utilizando métodos SEC o RP-HPLC. Ademas, no se observaron bandas de fragmentacion o agregacién en el analisis
SDS-PAGE reducido (datos no mostrados). La Tabla 13 resume los resultados de estos estudios.
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farmacoldgica rhASA

TABLA 13: Efecto de la congelacion y descongelacion a pequefia escala sobre la calidad de la sustancia

SEC- SEC-
Proteina | HPLC (% | HPLC (% | RP-HPLC Actividad
Formulacion | Apariencia Conc. pico pico (% pico pH | especifica
(mg/ml) | principal) | principal) | principal) (U/mg)
apH5,5 apH7,0
Solucion salina, pH 5,9
Claro a
Base ligeramente 29,9 NT* NT NT 5,6 102
opalescente
Claro a
Estresado ligeramente 29,4 >99,9 99,6 99,4 55 86
opalescente
Solucion salina, pH 7,0
Claro a
Base ligeramente 29,0 NT NT NT 6,7 94
opalescente
Claro a
Estresado ligeramente 25,0 >99,9 99,6 99,2 6,6 96
opalescente
PBS 5 mM, pH 6,0
Claro a
Base ligeramente 29,8 NT NT NT 5,9 92
opalescente
Claro a
Estresado ligeramente 31,1 >99,9 99,7 99,5 5,9 95
opalescente
PBS 5 mM, pH 7,0
Claro a
Base ligeramente 29,7 NT NT NT 6,9 99
opalescente
Claro a
Estresado ligeramente 29,9 >99,9 99,6 99,0 6,9 112
opalescente
PBS 1 mM, pH 7,0 con CaCl2 2 mM
Claro a
Base ligeramente 27,5 NT NT NT 5,6 90
opalescente

Los resultados de los estudios de congelacién y descongelacion a velocidad controlada a pequefia escala
realizados por triplicado en alicuotas de 2 ml de sustancia farmacoldgica se resumen en la Tabla 14. Sin cambios en
la calidad de la sustancia farmacoldgica se observd. La apariencia de la sustancia farmacoldgica congelada y
descongelada fue comparable a la apariencia de la muestra de referencia. No se observd reduccion en la
concentracién de proteinas o la pureza del material.
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TABLA 14: EFECTO DE PEQUENA ESCALA CONGELADA EN LA CALIDAD DE LA SUSTANCIA DE
MEDICAMENTOS DE RHASA

Velocidad de 0,1°C/min Congelar- 0,1°C/min Congelar-0,3°C/min
congelacion/de | Linea de base 0,1°C/min Descongelar  |Descongelar usando liofilizador
scongelacion Usar el congelador de
velocidad controlada
Ligeramente Ligeramente opalescente a Ligeramente opalescente a
Apariencia opalescente a
opalescente opalescente
opalescente
Proteina Conc. 42 37 36
(mg/ml)
Densidad 6ptica
2 320 nm. 0,044 0,045 0,043
SEC-HPLC (% 99,6% 99,7% 99,7%
pico principal)
RP-HPLC (% o o 5
pico principal) >99,9% >99,9% >99,9%
pH 59 59 5,9
Actividad
especifica 65 69 71
(U/mg)

Todos los experimentos demostraron que rhASA mantiene sus atributos de calidad después de la
congelacién-descongelacion. Cabe sefalar que se observd una pequefia tendencia decreciente en la actividad y el
pico principal de porcentaje de fase invertida para muestras de rhASA de 1 mg/ml después de diez ciclos de
congelacién-descongelacion, como se muestra en la Tabla 15.

TABLA 15: EFECTO DE LA CONGELACION PEQUENA A ESCALA EN LA SUSTANCIA DE MEDICAMENTOS
DE rhASA DILUIDA A 1 MG/ML

1 ciclo de 3 ciclos de 5 ciclos 10 ciclos
Muestra Base FIT FIT de FIT de F/T
Proteina Conc. (mg/ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Densidad Opfica a 320 0,013 0,005 0,010 0,006 0,017
SEC-HPLC (% pico 99,5% 99,5% 99,5% 99,5% 99,6%
principal)
RP-HPLC (% pico . . . . o
principal) 99,2% 99,2% 99,1% 99,0% 98,9%
pH 5,8 5,8 5.8 5,8 5.8
Actividad especifica 78 76 75 69 65
(U/mg)

Estudios de agitacion

Alicuotas de 1,0 ml de proteina filtrada estéril formulada a 30 mg/ml en cada una de las cinco composiciones
de solucion seleccionadas (Tabla 8) con P20 se dispensaron en viales de vidrio de 3 ml con tapones Fluorotec de 13
mm. Los viales se colocaron de lado en un agitador orbital Labline y se agitaron durante 24 horas a 100 rpm. La
configuracién se aumentd luego a 200 rpm durante las siguientes 24 horas de periodo de agitacién.

Para evaluar la susceptibilidad de rhASA a la agitacion, se realizaron estudios de agitacion y agitacion tanto
para la sustancia farmacoldgica como para el producto farmacoldgico a concentraciones de 35,4 y 30 mg/mi,
respectivamente. Para estos estudios, se dispensaron alicuotas de 1,0 ml de sustancia farmacoldgica en viales de
vidrio de 3 ml con tapén Fluorotec de 13 mm. Los viales agitados se inspeccionaron cada dos horas durante las
primeras 8 horas y posteriormente a las 24 y 48 horas. Los viales se retiraron a la primera sefal de nubosidad y se
analizaron. El aspecto de las muestras se documenté y las muestras se analizaron usando pH, SEC-HPLC, actividad
especifica y OD320. Los estudios de agitacion del producto farmacoldgico se realizaron por triplicado (en NaCl 154
mM, pH 6,0 con P20 al 0,005%) y se compararon con una réplica de la sustancia farmacolégica (en NaCl 154 mM, pH
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6,0). Los estudios de agitacion también se repitieron sin la inclusion de P20 en la formulacion salina. Para estos
estudios, se dispensaron alicuotas de 1 ml o 3 ml de producto farmacol6gico a 30 mg/ml en viales de 3 ml para
investigar el efecto de la agitacion, asi como el volumen del espacio superior en la calidad de rhASA. Para estos
estudios de agitacion, se usé una velocidad de 220 rpm.

Los estudios que sacuden las iniciales de rhASA para estudios de desarrollo de la formulacion IV realizadas
demostraron la potencial ventaja para la presencia de un tensioactivo. Para el desarrollo de la formulacion de IT, se
seleccion6 0,005% de P20 y se incluyé en las formulaciones para los estudios de agitacion. Después de 15-24 horas
de agitacién a 100 rpm, no se observaron cambios visuales para ninguna de las formulaciones y la velocidad de
agitacion aument6 a 200 rpm. No se observd ningin cambio en la apariencia de las muestras agitadas en las
formulaciones candidatas propuestas después de un total de 48 horas de agitacion a 100 y 200 rpm. Las muestras se
analizaron después de este periodo y los resultados se resumen en la Tabla 16. Ninguno de los ensayos observo
cambios. SDS-PAGE Coomassie tampoco exhibié bandas adicionales de alto o bajo peso molecular para las muestras
agitadas (datos no mostrados).

TABLA 16: RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS DE AGITACION DE FORMULACIONES SELECCIONADAS

SEC-
Proteina HPLC (% | RP-HPLC | Actividad
Formulacion Apariencia Conc. 0OD320 pico (% pico | especifica
(mgimil) principal) | principal) {Wmg)
apH55*
Solucidn salina, pH 5,9
Claro a ligeramente -
Base opalescente 299 0,044 NT NT 111
Claro a ligeramente
Estresado opalescente 285 0,041 =599 99,9 111
Solucion salina, pH 7,0
Claro a ligeramente
Base opalescente 29.0 0,033 MT NT 115
Claro a ligeramente
Estresado opalescente 247 0,032 =009 9 =009 110
PES 5 mM, pH 6,0
Base Claro a ligeramente 208 | 0,058 NT NT 103
opalescents ' '
Claro a ligeraments
Estresado opalescente 30,4 0,047 =59 9 949 8 116
PES 5 mM, pH 7.0
Claro a ligeraments
Estresado opalescente 297 0,035 MT NT 92
Claro a ligeraments
Base opalescente 26,5 0,029 =59 9 949 8 110
FBS 1 mM, pH 7.0 con CaCl: 2 mM
Claro a ligeraments
Base opalescente 275 0,040 MT NT 147
Claro a ligeraments
Estresado opalescente 27,0 0,038 =509 9 99 9 107
* Debido a problemas de columna, no se obtuvo el perfil SEC de forma dimérica, a pH de fase movil de
7.0
**Mo probado

Ningln cambio en la apariencia de la sustancia farmacologica (en NaCl 154 mM a pH 6,0) o producto
farmacolégico (en NaCl 154 mM, pH 6,0, con 0,005% P20) se observé durante las primeras 4 horas de agitacion.
Después de 6 horas de agitacion, tanto la sustancia farmacolégica como el producto farmacolégico se volvieron
ligeramente turbias (datos no mostrados). La turbidez fue mas pronunciada después de 48 horas de agitacion cuando
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no habia P20 presente en la formulacion. Ademas, la sustancia farmacolégica y el producto farmacolégico expuestos
a sacudidas se volvieron turbias después de 24 horas. La figura 8 muestra las observaciones de agitacion después de
48 horas.

La Tabla 17 y la Tabla 18 resumen las observaciones del estudio de agitacion.

TABLA 17: APARIENCIA DE LA SUSTANCIA Y EL PRODUCTO FARMACOLOGICO DE rhASA (CON P20)
DESPUES DE AGITARSE

Horas Sustancia de drogas revueltas Producto de droga agitado
Linea de Incoloro, opalescente, libre de Incoloro, opalescente, libre de
base particulas. particulas.
2 Ningun cambio Ningun cambio
4 Ningun cambio Ningun cambio
6 1-2 escamas, ligeramente turbias Material fibroso, ligeramente turbio
8 1-2 escamas, ligeramente turbias Material fibroso, ligeramente turbio
24 1-2 escamas, muy turbias Material fibroso, turbio
48 1-2 escamas, muy turbias Material fibroso, muy turbio

TABLA 18: APARIENCIA DE LA SUSTANCIA Y EL PRODUCTO DE DROGAS DE rhASA (CON P20) DESPUES

DE AGITARSE
H Sustancia de drogas Producto farmacolégico
oras . -
sacudidas agitado
B Incoloro, opalescente, libre de Incoloro, opalescente, libre de
ase ; 7
particulas. particulas.
2 Ningun cambio Ningun cambio
4 Ningun cambio Ningun cambio
6 Ningun cambio Ningun cambio
8 Ningun cambio Ningun cambio
24 1-2 escamas 1-2 fibras
48 Material fibroso 1-2 fibras

Las muestras agitadas también se analizaron por OD320, pH, actividad especifica, RP-HPLC y SEC-HPLC.
Los resultados se presentan en la Tabla 19 y la Tabla 20. En general, no se observaron cambios significativos en la
calidad de rhASA Después de agitarse y agitar, con la excepcion de la apariencia.

TABLA 19: EFECTO DE 48 HORAS DE AGITACION EN SUSTANCIAS Y PRODUCTOS FARMACOLOGICOS

. Producto
. Sustancia .
Velocidad de o . farmacolégico
congelacion/descongelacion Base Jz:zﬁgtﬂg %lgraa:g(ﬁa:i?) agitado dura%te 48
- horas (n =3)
Densidad 6ptica a 320 nm. 0,080 0,053 0,048
SEC-HPLC (% pico principal) 99,7% 99,7% 99,7%
RP-HPLC (% pico principal) >99,9% >99,9% >99,9%
pH 6,0 6,0 5,9
Actividad especifica (U/mg) 96 71 72

Al agitar el medicamento después de 6 horas, con 0,005% de P20, uno de los tres replicados se volvi6 turbio.
Esta muestra se retird y las otras dos muestras se agitaron hasta 48 horas. La Tabla 20 muestra los datos promediados
para las muestras duplicadas.
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TABLA 20: EFECTO DE 48 HORAS DE ESTIRAMIENTO EN LA SUSTANCIA Y PRODUCTO FARMACOLOGICO

Sustancia .
Ve’locidad de ) Base farmacoldgica agitada rev“LfZI?clac:mZ:ttz 48

congelacion/descongelacion durante 61I)1oras (n= horas (n = 2)

Densidad éptica a 320 nm. 0,080 0,244 0,103
SEC-HPLC (% pico principal) 99,7% 99,7% 99,7%

RP-HPLC (% pico principal) >99,9% >99,9% >99,9%

pH 6,0 6,0 6,0
Actividad especifica (U/mg) 69 73 73

En base a los resultados y las observaciones visuales, la sustancia del farmaco y el producto del farmaco no
son facilmente susceptibles a la degradacién inducida por la agitacién, ya que tomoé ~4 horas de agitaciéon continua
(en el ajuste nUmero 5) y 8 horas de agitacién vigorosa continua (a 220 rpm) para que ocurra un cambio en la
apariencia.

Los estudios de agitacion se repitieron con el producto farmacologico en ausencia de P20. Para estos
estudios, cada vial se llen6 con 1 ml 0 3 ml de medicamento para investigar el efecto de la sacudida y el volumen del
espacio superior en la calidad de rhASA. Para 1 ml de relleno en viales de 3 ml, no se observ6 ningin cambio en la
apariencia del producto farmacolégico a lo largo de 8 horas de agitacion a 220 rpm (n = 2, datos no mostrados). Los
viales sin espacio de cabeza (n = 1) demostraron la formaciéon de pequefias escamas, algunas fibras y materia
floculante a un ritmo mas rapido en comparaciéon con los viales con un espacio de cabeza mas grande. Las
observaciones de 48 horas se presentan en la Figura 9.

Los resultados visuales también se resumen en la Tabla 21 y la Tabla 22.

TABLA 21: APARIENCIA DEL PRODUCTO FAF}MACOLC')GICO EN AUSENCIA DE POLISORBATO 20
DESPUES DE 48 HORAS DE AGITACION CON LLENADO DE 1 ML EN VIAL DE 3 ML

Producto Control_Producto
Horas Producto farmacoldgico agitado MLD- farmacolégico farmacoldgico
200L-001 sin P20 agitado MLD- 200L- | agitado MLD-200L-
003 sin P20 001 con P20
Base Incoloro, ligeramente opalescente, esencialmente libre de particulas
2 Ningun cambio Ningun cambio Ningun cambio
4 Ningun cambio Ningun cambio Ningun cambio
6 Ningun cambio Ningun cambio Ningun cambio
8 Ningun cambio Ningun cambio Ningun cambio
24 Floculante Flogglaqte Ningun cambio
significativo
48 Floculante sli:glg%(i:flijclzirt]itveo Ningun cambio

TABLA 22: APARIENCIA DEL PRODUCTO FABMACOLOGICO EN AUSENCIA DE POLISORBATO 20
DESPUES DE 48 HORAS DE AGITACION CON LLENADO DE 3 ML EN VIAL DE 3 ML

- . Control_Producto
Horas Producto fza(;r(;\fc&;t;gl_co;zg&tado MLD- farmacolé?;ico agitado
-o0Tsin MLD- 200L-001 con P20
Base Incoloro, ligeramente opalescente, esencialmente libre de particulas.
2 Ningun cambio Ningun cambio
4 Pequefias escamas, pocas fibras y floculante Ningln cambio
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(Continuacion)

Control_Producto
- . . farmacolégico
Horas Producto farmacolégico agitado MLD-200L- 001 sin P20 agitado MLD-200L-
001 con P20
Base Incoloro, ligeramente opales’,cente, esencialmente libre de
particulas.
6 Pequefas escamas, pocas fibras y floculante Ningln cambio
8 Pequefas escamas, pocas fibras y floculante Ningln cambio
24 Pequefas escamas, pocas fibras y floculante Ningun cambio
48 Pequefas escamas, pocas fibras y floculante Ningun cambio

No se observaron cambios en la concentracién de proteinas. Ademas, no se detectaron agregados
solubles usando SEC HPLC para los volimenes de llenado de 1 ml Oz ml (Tabla 23 y Tabla 24). El
ensayo reducido de SDS-PAGE (Coomassie) no detectd ninguna banda de alto o bajo peso
molecular (datos no mostrados).

TABLA 23: RESULTADOS DE 48 HORAS DE AGITACION EN PRODUCTO FARMACOLOGICO EN AUSENCIA
DE POLISORBATO 20 CON LLENADO DE 1 ML EN VIAL DE 3 ML

Producto Producto
Ensavo Base farmacoldgico agitado | farmacoldégico agitado C:)?;rgtln(‘n
y después de 24 H(n =2) | después de48h (n= ~ P20
sin P20 2) sin P20
Concentracién
(mg/mi) 32,3 32,9 33.8 31.8
Densidad optica a 0,164 0,160 0,163 0,169
320 nm.
SEC-HPLC (% pico | g9 ¢ 99.5 99,5 99,6
principal)
pH 6,1 6,1 6,0 6,0
Actividad especifica 64 63 62 72
(U/mg)

TABLA 24: RESULTADOS DE 48 HORAS DE AGITACION EN PRODUCTO FARMACOLOGICO EN AUSENCIA
DE POLISORBATO 20 CON LLENADO DE 3 ML EN VIAL DE 3 ML

- Producto
Producto farmacolégico - . Control (n
Ensayo Base | agitado después de 4 H(n ;gmf.zzlzg'zg Zs(l;:al_d% =1) con
=1) sin P20 P ainp20 P20
Concentracion | 54 45 34,4 32,1 32,6
(mg/ml)
Densidad optica | 455 0,163 0,166 0,151
a 320 nm.
SEC-HPLC (%
pico principal) 99,6 99,6 99,6 99,6
pH 6,0 6,0 5,9 6,0
Actividad
especifica 70 64 65 71
(U/mg)

Estudios de capacidad tamponante

Para la determinacion de la capacidad tamponante de rhASA, el producto se titulé por triplicado, con &cido
diluido o base diluida. Se colocaron alicuotas de 10 ml de sustancia farmacoldgica a 38 o 30 mg/ml (este Ultimo para
imitar el producto farmacol6gico) en un vial de vidrio de 20 ml al que se afadié una micro barra de agitacién. Se
agregaron alicuotas de 1 pl de acido clorhidrico 1N (HCI) a la solucién de proteina, se mezclé el contenido y se registro
el pH. El experimento continud con la adicion de picos de HCl de 1 uL, sin enjuagar la sonda de pH entre las mediciones
para evitar cualquier dilucion, hasta que se alcanzé un pH aproximado de 5,5. El experimento se realiz6 por triplicado
y se valor6 lado a lado el tampdn fosfato 5 mM que contenia cloruro sédico 150 mM, pH 6,0, para comparacién. De
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manera similar, la sustancia farmacol6gica a ambas concentraciones se titul6 con hidroxido de sodio 1M (NaOH) hasta
que se alcanzé un pH final de aproximadamente 6,5. Para investigar la presencia de cualquier fosfato residual en
rhASA, se analizé la sustancia farmacolégica mediante acoplamiento inductivo de espectroscopia de masas
plasmaticas (ICP-MS). La capacidad de amortiguacién de la sustancia farmacologica rhASA diluida también se
investigd para garantizar que el valor de pH de la solucién no cambiara con la dilucién de la solucién de proteina. Las
muestras diluidas que van desde 30 mg/ml a 1 mg/ml se prepararon en tubos eppendorf de 1,5 mly los valores de pH
se midieron al inicio de la diluciéon y después de una semana de almacenamiento a 2-8°C.

Los resultados de éacido diluido y estudios de titulacion de base de dilucion demostraron capacidad de
tamponamiento adecuada de soluciones de rhASA. Para los estudios de titulacion con HCI, inicialmente la adicién de
aproximadamente 2 ul de acido 1M no alterd el pH de ninguna sustancia farmacolégica ni del control del tampon. Sin
embargo, el aumento de los volumenes de &acido demostré una disminucién dramatica en el pH del tampén en
comparacién con la sustancia farmacologica rhASA. Después de la adicion de 13 pul de HC1 19 M, el pH del control
del tampdn fue mas de 2 unidades de pH mas bajo que el pH de la sustancia farmacolégica. También se incluy6 una
concentracién de sustancia farmacol6gica de 30 mg/ml en este experimento para imitar la concentracién del producto
farmacoldgico. La Figura 10 ilustra la capacidad de amortiguacién de la sustancia farmacologica rhASA en
comparacion con el tampdn de fosfato de sodio 5 mM, pH 6,3 con cloruro de sodio 150 mM cuando se titula con &cido.

La titulacion de sustancia de farmaco rhASA con hidréxido de sodio demostr6 relativamente diferentes
resultados (Figura 11) con respecto a mantener el pH. La tasa de cambio de pH no difirié sustancialmente entre la
sustancia farmacolégica y el control del tampén.

En base a los resultados observados, y sin querer limitarse a ninguna teoria, es probable que rhASA esté
contribuyendo a la capacidad de amortiguacion de la solucién ya que las cadenas laterales de acido aspartico, acido
glutamico e histidina tienen la capacidad de actuar como aceptores y/o donantes de protones para mantener el pH de
la solucion. La capacidad de amortiguacion de esta proteina también se observé previamente durante los estudios de
preformulacién cuando se descubrié el efecto de "memoria de pH". La retencion de pH se ha demostrado varias veces
tanto a escala de laboratorio como a gran escala. En conjunto, los resultados de estos dos experimentos sugieren que
la capacidad de amortiguacién de rhASA en solucion salina es mas predominante en la direccién acida. Segun la
literatura, la capacidad de amortiguacion para los valores de pH mas bajos es una indicacion directa de un mayor
numero de residuos de acido aspartico y acido glutamico dentro de una proteina dada en comparacioén con los residuos
de histidina. Si bien no desea estar sujeto a ninguna teoria, este puede ser el caso de la arilsulfatasa A, donde hay un
total de 45 residuos de &cido glutamico y aspartico en comparacién con 18 residuos de histidina.

La capacidad de amortiguacion de la sustancia farmacol6gica también puede ser atribuible a fosfato unido
residual que se muestra a estar presente en la sustancia farmacoldgica usando ICP-MS. La Tabla 25 muestra la
cantidad de fosfato residual presente en tres lotes diferentes de sustancias farmacolégicas LSDL. Estos datos también
confirman la consistencia de los pasos de ultrafiltracion y diafiltracién para el proceso de escala piloto.

TABLA 25: CANTIDAD RESIDUAL DE FOSFATO EN SUSTANCIA FARMACOLOGICA PRODUCIDA EN LSDL

rhASA Lote N2 Concentracion de fosfato (ppm)
001 27
002 31
003 31

Para comprender mejor la capacidad de amortiguacién de esta proteina, también se investigo el efecto de la
dilucion sobre el pH. Tras la dilucién de la sustancia farmacoldgica rhASA con solucién salina para reducir las
concentraciones de proteina, no se observd ningun cambio en los valores de pH de la sustancia farmacoldgica.
Posteriormente, las sustancias farmacoldgicas diluidas se almacenaron a 2-8°C durante una semana, después de lo
cual se registraron las mediciones de pH. La Tabla 26 resume los datos. Los resultados demuestran que la dilucién y
el almacenamiento a 2-8°C no tienen efecto sobre los valores de pH de la sustancia farmacolégica diluida. Estas
observaciones respaldan ain mas la conclusion de los estudios de titulacién de acidos y bases que demostraron una
capacidad de amortiguacién adecuada de la sustancia farmacoldgica rhASA formulada en solucién salina.
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TABLA 26: VALORES DE PH DE LA SUSTANCIA FARMACOLOGICA RHASA DILUIDA

S Valor de pH
Condcgzhr:tcal g:i:;ana Concentracion medida de Valor de después de una

L sustancias farmacologicas pH de semana de

farmacolégicas o oL .

utilizando A280 (mg/ml) inicio almacenamiento a

(mg/ml) 2.8°C

37,0 38,8 6,00 6,20

30,0 33,4 6,07 6,10

25,0 28,3 6,04 6,09

20,0 20,1 6,02 6,12

10,0 9,2 6,04 6,10

5,0 4,5 6,03 6,11

1,0 1,0 6,00 6,07

Durante la investigacion de la dilucion de rhASA y el pH, se observ6 que la aparicion de muestras diluidas
demostré una disminucion dependiente de la concentracién en opalescencia, es decir, muestras de rhASA con
mayores concentraciones fueron mas opalescentes en comparacion con las muestras a concentraciones mas bajas
que tenian una apariencia casi clara. La Figura 12 exhibe la apariencia observada de rhASA diluido. La solucién de
rhASA de 1 mg/ml demostr6é una apariencia similar al agua, mientras que la apariencia de 30 mg/ml se evalué entre
las suspensiones de referencia ll y lll o lll 'y IV.

Estudios de estabilidad

Para estudios de estabilidad, la sustancia farmacoldgica se formulé a 38+4 mg/ml en NaCl 154 mM, pH 6,0 y
el medicamento se formuld a 30+3 mg/ml en NaCl 154 mM, pH 6,0 en presencia y ausencia de 0,005% de polisorbato
20. Se dispensaron alicuotas de 1 ml de sustancia farmacoldgica en frascos de policarbonil de 5 ml con tapones de
rosca de polipropileno y se almacenaron a < -65°C, -15°C a -25°C y 2-8°C. Se dispensaron alicuotas de 1,0 a 1,1 ml
de medicamento en viales de vidrio de 3 ml con tapones Fluorotec de 13 mm y se almacenaron a 2-8°C, 25 +2°C y
40 + 2°C. Los viales del producto farmacolégico se almacenaron en la orientacién vertical para los estudios iniciales
de estabilidad y se cambiaron a la orientacion invertida para los Gltimos estudios utilizando el medicamento sin P20.
En cada punto de tiempo, las muestras de estabilidad se analizaron mediante SEC-HPLC, RP-HPLC, OD320,
concentraciones de proteinas, pH, actividad especifica, SDS-PAGE (Coomassie) y apariencia. El mapa de péptidos,
el mapa de glucano y el porcentaje de formilglicina se realizaron anualmente. Ademas, los Ultimos ensayos también
se realizaron para las condiciones estresadas y aceleradas.

En conjunto, los resultados de los estudios de preformulacion, congelacién-descongelacion y agitacion
sugieren que solo tres formulaciones eran adecuadas para un mayor desarrollo. Se iniciaron estudios de estabilidad a
largo plazo en estas tres formulaciones en presencia de P20 al 0,005%. La Tabla 27, la Tabla 28 y la Tabla 29 resumen
los datos de estabilidad para tres formulaciones en puntos de tiempo seleccionados.

TABLA 27: ESTABILIDAD A LARGO PLAZO A 2-8°C PARA RHASA EN 154 MM NACL , PH 5,9

Prueba Linea de base 3m 6m 11m
Claro a ligeramente Claro a Claro a Claro a
Apariencia o ale%cente ligeramente ligeramente ligeramente
P opalescente opalescente opalescente
Proteina Conc. 256 243 26.5 273
(mg/ml)
SEC-HPLC (% pico
orincipal) a pH 5.5 >99,9 99,8 99,9 99,8
SEC-HPLC (% pico
principal) a pH 7,0 99,1 99,0 99,4 99,7
RP-HPLC (% pico 99,6 99,7 99,8 >99,9
principal)
pH 59 6,0 6,0 6,0
Actividad especifica
(Ulmg) 95 79 90 87
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(Continuacion)

Prueba Base 3m Los 6m 11m
Claro a ligeramente Claro a Claro a Claro a
Apariencia o ale%cente ligeramente ligeramente ligeramente
P opalescente opalescente opalescente
Cumple con el
estandar de
referencia sin bandas
SDS-Page
nuevas con una Conforme Conforme Conforme

(Coomassie)

intensidad mayor que
el control de ensayo
del 1%

TABLA 28: ESTABILIDAD A LARGO PLAZO A 2-8°C PARA rhAS

A EN 154 MM NACL ,PH 7,0

Prueba Base 3m 6m 11m
o Claro a ligeramente ' Claro a . Claro a . Claro a
Apariencia ligeramente ligeramente ligeramente
opalescente
opalescente opalescente opalescente
Proteina Conc.
(mg/ml) 27,3 26,9 28,1 29,2
SEC-HPLC (%
pico principal) a 99,9 97,5 99,8 >99,9
pH5,5
SEC-HPLC (%
pico principal) a 99,4 99,0 99,2 99,8
pH 7,0
RP-HPLC (%
pico principal) 99,6 99,7 99,9 >99,9
pH 6,5 6,6 6,7 6,5
Actividad
especifica (U/mg) 112 88 98 86
Cumple con el estandar de
.- referencia sin bandas
(%%g()'?naaggg nuevas con una intensidad Conforme Conforme Conforme
mayor que el control de
ensayo del 1%

NACL DE 145 MM, PH 6,0

TABLA 29: ESTABILIDAD A LARGO PLAZO A 2-8°C PARA rhASA EN TAMPON DE FOSFATO DE 5 MM CON

Prueba Base 3m Los 6m 11m
. Claro a ligeramente . Claro a . Claro a . Claro a
Apariencia ligeramente ligeramente ligeramente
opalescente
opalescente opalescente opalescente
Proteina Conc.
(mg/ml) 27,9 27,4 271 29,3
SEC-HPLC (%
pico principal) a 99,9 97,8 99,8 99,9
pH 5,5
SEC-HPLC (%
pico principal) a 98,9 98,9 99,2 99,9
pH 7,0
RP-HPLC (% pico
principal) 99,7 99,6 99,8 >99,9
pH 5,9 6,0 6,0 5,9
Actividad
especifica (U/mg) 87 88 95 90
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(Continuacion)

Prueba Base 3m 6m 11m
. lar lar lar
N Claro a ligeramente .Caoa 'Caoa .Caoa
Apariencia opalescente ligeramente ligeramente ligeramente
P opalescente opalescente opalescente

Cumple con el estandar de
referencia sin bandas
nuevas con una intensidad Conforme Conforme Conforme
mayor que el control de
ensayo del 1%

SDS-Page
(Coomassie)

Los estudios de estabilidad, realizados hasta 11 meses a 2-8°C, sugirieron que la calidad de rhASA se
mantiene en las formulaciones prototipo. Los perfiles de HPLC de exclusion por tamaro representativos de rhASA en
solucion salina, pH 5,9 se muestran en las Figuras 13 y 14. La HPLC de exclusién por tamafo no detectd ningun
cambio significativo en el estado de asociacién de rhASA después de 11 meses de almacenamiento a 2-8°C.

En general, la calidad de producto de farmaco en las tres formulaciones candidatas se mantuvo después de
un almacenamiento de 11 meses a 2-8°C.

EJEMPLO 4 - TOXICOLOGIA

Este ejemplo ilustra la administracion de dosis repetidas intratecal (IT) de rhASA de una toxicologia y
perspectiva farmacoldgica de seguridad durante un periodo de seis meses. El articulo de prueba de IT para este
estudio fue rhASA. Treinta y seis monos cynomolgus machos y 36 hembras fueron asignados aleatoriamente a cinco
grupos de tratamiento. Los animales en el Grupo 1 eran control de dispositivo de implante no tratado (puerto y catéter)
y no se dosificaron con el vehiculo o el articulo de prueba; sin embargo, estos animales fueron dosificados con 0,6 mL
de PBS en un horario que coincide con el horario de dosificaciéon del articulo de prueba. Los animales en los Grupos
2-5 recibieron 0,6 ml de infusién IT de 0, 3, 10 o 31 mg/ml de rhASA (dosis total de 0, 1,8, 6,0 0o 18,6 mg) cada dos
semanas (es decir, un total de 12 dosis). A los animales se les realiz6 una autopsia a los 6 meses (24 horas después
de la dltima dosis de IT), y a los 4 animales/sexo/grupo restantes se les realiz6 una autopsia al final de un periodo de
recuperacion de 4 semanas. Los tejidos seleccionados fueron cosechados, guardados y examinados
microscopicamente.

En general, los cambios relacionados con el articulo de prueba podrian clasificarse en dos tipos principales
y estaban presentes en todos los niveles de dosis (1,8, 6,0 y 18,6 mg/dosis). Aumento de infiltrados (de glébulos
blancos, generalmente con un componente eosinéfilo prominente) en las meninges, el parénquima cerebral, el
parénquima de la médula espinal, el ganglio trigémino y, ocasionalmente, las raices/ganglios del nervio espinal (o el
epineuro que rodea esas estructuras). Sin desear estar ligado por ninguna teoria, este aumento se interpretdé que es
debido a la presencia del articulo de prueba (una proteina) en el espacio intratecal y en los tejidos del sistema nervioso.
Ligero aumento focal de células microgliales en la médula espinal y el cerebro en animales ocasionales (no se observd
microgliosis en ningun animal con dosis altas). Sin desear limitarse a ninguna teoria, ambas categorias de cambios
morfolégicos se interpretaron como una respuesta a la presencia del articulo de prueba. No hubo evidencia de necrosis
neuronal en ninguin animal. Ninguno de los cambios relacionados con el articulo de prueba se relacion6 con reacciones
biolégicamente adversas en el cerebro, la médula espinal, las raices nerviosas espinales o los ganglios.
Especificamente, no hubo evidencia de necrosis neuronal o una respuesta glial biolégicamente importante. No hubo
lesiones relacionadas con el articulo de prueba en los tejidos del sistema no nervioso.

Después de un periodo de recuperacion de un mes (un periodo libre de dosificacion), los cambios
relacionados con el articulo de prueba se resolvieron por completo o se limitaron a los restos del aumento previo en
la respuesta inflamatoria asociada con la presencia del articulo de prueba. No hubo efectos morfolégicos adversos en
los animales de recuperacion. Segln un examen microscopico cegado que asigna una puntuacion de tincion
semicuantitativa, la tincién inmunohistoquimica para la arilsulfatasa A (rhASA; el articulo de prueba) se incrementé en
el cerebro y la médula espinal en varios tipos de células, excepto las neuronas, para todos grupos tratados con
articulos de prueba en el sacrificio terminal. Este aumento también fue evidente en las células de Kupffer del higado.
Después del periodo de recuperaciéon de 1 mes, la tincion de rhASA en los animales tratados con el articulo de prueba
(todos grupos de dosis) habia vuelto a los niveles de control (dispositivo y/o control del vehiculo). En un hombre de
baja dosis de recuperacion, hubo multiples focos de astrocitosis y pérdida neuronal, lo que indica multiples areas de
isquemia previa, en la corteza cerebral. Aunque la patogénesis exacta de estas lesiones en este animal no era
evidente, la ausencia de lesiones similares en cualquier otro animal tratado con articulo de prueba, incluyendo los
animales de alta dosis que recibieron 10 veces la dosis, indica estas lesiones no se relacionaron con el articulo de
prueba.

El articulo de prueba de IT para este estudio fue rhASA. Treinta y seis monos cynomolgus machos y 36
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hembras fueron asignados aleatoriamente a cinco grupos de tratamiento. Los animales en el Grupo 1 eran control de
dispositivo de implante no tratado (puerto y catéter) y no se dosificaron con el vehiculo o el articulo de prueba; sin
embargo, estos animales fueron dosificados con 0,6 mL de PBS en un horario que coincide con el horario de
dosificacién del articulo de prueba. Los animales de los Grupos 2-5 recibieron 0,6 ml de infusiéon de IT de 0, 3, 10 0 31
mg/mL de rhASA (dosis total de 0, 1,8, 6,0, o 18,6 mg) cada dos semanas (es decir, un total de 12 dosis). A los
animales se les realizd6 una autopsia a los 6 meses (24 horas después de la Ultima dosis de IT), y a los 4
animales/sexo/grupo restantes se les realizé una autopsia al final de un periodo de recuperacion de 4 semanas. Los
tejidos seleccionados fueron cosechados, guardados y examinados microscopicamente. La siguiente tabla refleja el
disefo del estudio en lo que respecta al aspecto patolégico de este estudio.

En el momento del sacrificio, el cerebro se corté en una matriz cerebral con un grosor de corte coronal de
aproximadamente 3 mm. La primera rebanada y cada segunda rebanada después se fijaron en formalina para
evaluacion histopatoldgica y analisis inmunohistoquimico. El cerebro se procesé como secciones coronales completas.
Estas secciones incluyeron como minimo las siguientes regiones del cerebro.

« Neocorteza (incluida la corteza frontal, parietal, temporal y occipital): secciones del cerebro 1 a 8 (y corte 9
cuando esta presente)

«  Paleocorteza (bulbos olfatorios y/o lI6bulo piriforme): secciones del cerebro 1 a 3

«  Ganglios basales (incluidos caudados y putamen): secciones de cerebro 3y 4

«  Sistema limbico (incluyendo el hipocampo y gyrus cingulado): las secciones del cerebro 4y 5

«  Talamo/hipotalamo y regiones del cerebro medio, incluyendo la sustancia negra: secciones de cerebro 4y 5

«  Cerebelo, puente de varolio y la médula oblonga: secciones de cerebro 6 a 8 (y corte 9 cuando esté presente).

Las secciones de cerebro se enumeran en las tablas de datos como secciones 1 a 8/9 (una seccion 9 fue
provista por la instalacién de pruebas para algunos animales). El seccionamiento varié ligeramente entre animales.
Las secciones del cerebro (1 a 8/9) proporcionadas anteriormente eran la ubicacion aproximada de las diversas areas
anatomicas. Las secciones del cerebro se enumeran en las tablas de datos como secciones individuales, con
diagnésticos pertinentes a esa seccion, para facilitar una posible revision de diapositivas adicional en el futuro (si
corresponde). Durante la interpretacion de los datos, se compararon sitios anatémicos cerebrales individuales (como
se enumerod anteriormente) para identificar cualquier efecto Unico del articulo de prueba (es decir, exclusivo de una
region cerebral particular). En TPS, todas las secciones del cerebro de todos los animales se incluyeron en parafina,
se seccionaron a 5 micras, se tifleron con hematoxilina y eosina (H&E) y se examinaron microscopicamente. Ademas,
los cerebros de los animales de control y dosis altas se tifieron con Fluoro-Jade B (una mancha que aumenta la
sensibilidad de evaluar el cerebro para la degeneracion neuronal) y una mancha de plata de Bielschowsky (un
procedimiento que permite la visualizacién directa de axones, dendritas y filamentos neuronales) y examinados.

La médula espinal (cervical, toracica y lumbar) se corté en secciones de centimetro. El primer corte y cada
dos cortes posteriores se fijaron en formalina para evaluacién histopatologica y andlisis inmunohistoquimico. Las
secciones de la médula espinal (cervical, toracica (incluida la punta del catéter) y lumbar) de todos los animales se
seccionaron a aproximadamente 5 micras, se tifieron con H&E y se examinaron con secciones transversales y oblicuas
tomadas en cada nivel. Las secciones seriales de la médula espinal del control y los grupos de dosis altas se tifieron
adicionalmente con tincion de plata de Bielschowsky y anti-GFAP (una tinciéon inmunohistoquimica que permite la
visualizacion directa de los astrocitos y sus procesos).

Las raices del nervio espinal dorsal y el ganglio (tomados a medio cuello uterino, medio toracico y medio
lumbar) se incrustaron en parafina, con secciones en serie tefiidas con H&E. Ademas, las secciones en serie de los
grupos de control y dosis altas se tifieron con la tincion de plata de Bielschowsky.

Para las secciones de nervio ciatico, tibial y sural de todos los animales: una seccién longitudinal de cada
nervio se incrustoé en parafina, se seccioné a aproximadamente 5 micras y se tifid con H&E. Una seccion transversal
de cada nervio se fij6 en osmio, se embebid en resina de Spurr, se secciond a aproximadamente 1 a 2 micras y se
tifid con azul de toluidina. La fijacion posterior de osmio y la incrustacion de resina proporcionan una conservacion
superior de la mielina en los nervios periféricos y, por lo tanto, un examen mas detallado del nervio.

Todos los tejidos recogidos y las lesiones macroscopicas recogidas en la necropsia de todos los animales
también se incluyeron en parafina, se tifieron con H&E y se examinaron microscopicamente. El procesamiento
histopatolégico y las evaluaciones y los andlisis inmunohistoquimicos fueron realizados por TPS.

Tincion de arilsulfatasa A (rhASA)

Los portaobjetos de control positivo fue suministrado por el patrocinador de estudio. Los portaobjetos eran
secciones de higado de ratones inyectados con rhASA. Los portaobjetos de control positivo mostraron una amplia
evidencia de rhASA en las células de Kupffer (macréfagos sinusoidales) en el higado. Los portaobjetos de control
positivo se almacenan con los portaobjetos de este estudio. Todas las evaluaciones de las secciones tefiidas con
rhASA se realizaron inicialmente cegadas al grupo de tratamiento del animal. Esto se logrd haciendo que el patélogo
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lea inicialmente los portaobjetos tefidos por rhASA con el nimero del animal en la etiqueta oscurecida (por un asistente
con conocimiento del animal real que esté siendo evaluado), dictando la puntuacién (grado de gravedad) durante la
evaluacion, y haciendo que el mismo asistente registre inmediatamente el puntaje de tincién (grado de gravedad) en
las tablas de datos. La identificacion del animal fue verificada tanto por el neuropatélogo del estudio como por el
asistente para garantizar la entrada precisa de datos. Este procedimiento se realizd para no introducir ningln sesgo
en el juicio de la intensidad general de la tinciéon con la tincién inmunohistoquimica para la deteccién de rhASA
intracelular. El grado relativo de tincién de neuronas, macréfagos meningeos, macréfagos perivasculares y células
gliales (astrocitos y células microgliales, pero probablemente células predominantemente microgliales) se calificé en
todas las secciones del cerebro y la médula espinal. Los puntajes de gravedad promedio en cada nivel de cerebro y
médula espinal para cada grupo se sumaron (por grupo) y se registraron como un total bajo el encabezado de tejido
Cerebro, General, tincion de rhASA y Médula espinal, General, Tincion de rhASA.

En general, la tincion de rhASA en neuronas del cerebro era una medida de las neuronas en la corteza
cerebral y otras areas nucleares en el cerebro. La tincién de rhASA en macréfagos meningeos fue evidencia de la
captacién del articulo de prueba por los macréfagos meningeos y/o rhASA enddgeno en macréfagos meningeos. La
tincion de rhASA de macréfagos perivasculares fue una medida de la absorcién de rhASA por los macréfagos en el
cerebro/médula espinal (o rhASA enddgeno), aunque debe tenerse en cuenta que el espacio perivascular en el cerebro
y la médula espinal (el espacio de Virchow-Robins) es continuo con las meninges. En general, la clasificacién de la
tincion de rhASA en las células gliales fue predominantemente una medida de absorcion del articulo de
prueba/penetracion del articulo de prueba en la materia gris y/o blanca, especialmente de la corteza cerebral (la corona
radiata es la materia blanca debajo de la corteza cerebral). La tincion de rhASA en la sustancia blanca parecia estar
en astrocitos y células microgliales.

El siguiente esquema de clasificacion se usé para puntuar el grado de tincion de rhASA en los diversos tipos
de células (neuronas, células gliales, macrofagos).

Explicacion de grado (% de las posibles células teinidas)

1 Menos del 10%
2 Mayor que 10 a 25%
3 Mayor que 25 a 50%
4 Mayor que 50 a 75%
5 Mayor que 75%

Tenga en cuenta que este esquema no es estrictamente cuantitativo. Se utiliz6 como un método eficiente y
semicuantitativo para evaluar el cerebro y la médula espinal para determinar el grado de tincion con rhASA. El
neuropatélogo del estudio observé que no todas las areas neuronales tenian la misma tincion de rhASA. También se
observo que habia una tincién neuronal endégena en algunos animales de control y que las células del plexo coroideo
y las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal tendian a tefiirse fuertemente para rhASA incluso en animales de
control. La tincién del plexo coroideo y los ganglios de la raiz dorsal no se califico, pero el neuropatélogo del estudio
observo que era prominente, incluso en animales de control.

Nota: Todos los grupos de dosis: Dosis baja = 1,8 mg/dosis; Dosis media = 6,0 mg/dosis; Dosis alta = 18,6
mg/dosis. No hubo lesiones relacionadas con el articulo de prueba en los tejidos del sistema no nervioso, excepto por
el aumento de la tincion de rhASA en el higado de todos grupos de dosis (masculino y femenino; ver mas abajo).

Animales de sacrificio terminal (dosificacion EOW de 6 meses): Secciones teiidas con rhASA

Hubo un aumento de la tincién de rhASA en los siguientes tipos de tejidos/células. Al considerar un efecto del
articulo de prueba sobre el grado de tincion de rhASA en un tipo de célula particular en un grupo de dosis particular,
se consideraron los niveles de tincién en el control del vehiculo concurrente y el control del dispositivo (sacrificado con
los animales de sacrificio de recuperacién) para la comparacion.

Cerebro, meninges, macréfagos (todos los grupos de dosis, hombres y mujeres)

«  Cerebro, perivascular, macréfagos (todos grupos de dosis, hombres y mujeres)

«  Cerebro, células gliales (todos grupos de dosis, hombres y mujeres

e Médula espinal, Meninges, macroéfagos (todos grupos de dosis, hombres y mujeres)

«  Médula espinal, perivascular, macréfagos (todos grupos de dosis, hombres y mujeres)
e Médula espinal, células gliales (dosis media y alta en hombres y mujeres)

«  Higado, células de Kupffer (todos grupos de dosis, hombres y mujeres)

Debido a la tincion endégena, los niveles de tincién de rhASA en las neuronas del cerebro y la médula espinal

fueron los mas dificiles de definir especificamente. La tincién de rhASA demostro niveles constantemente aumentados
de rhASA en los macrofagos perivasculares meningeos y cerebro/médula espinal y también dentro de las células
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gliales. No hubo diferencias detectables de tincion de rhASA en las neuronas entre los animales tratados con el articulo
de prueba y control.

Animales de sacrificio de recuperacioén (dosificacion EOW de 6 meses seguida de 1 mes sin dosificacion)

En general, los cambios relacionados con el articulo de prueba se resolvieron totalmente o disminuyeron
notablemente en aquellos animales que permitieron un periodo de un mes sin dosificacion antes de la necropsia. Los
siguientes cambios microscopicos estuvieron presentes con una incidencia y/o gravedad que indicaron una posible
relacién con el articulo de prueba.

Cambios microscépicos relacionados con el articulo de prueba (animales de recuperacion)

«  Cerebro, meninges, infilirados (grupos de dosis media y alta, ambos sexos) (Figuras 16y 17)

«  Cerebro, meninges, infilirados,% de eosindéfilos (hombres de dosis media; mujeres de dosis alta)

«  Cerebro, perivasculares, infiltrados (hombres de dosis media; mujeres de dosis altas) (Figura 18)

«  Cerebro, perivasculares, infiltrados,% de eosindfilos (dosis media hombres; mujeres con dosis altas)

- Cerebro, materia gris, infiltrados (todos grupos de dosis, ambos sexos)

«  Cerebro, infiltrados con materia gris,% de eosindfilos (hombres con dosis bajas)

- Cerebro, materia gris, eosinoéfilos, necrosis (hombres con dosis bajas)

»  Meédula espinal, las meninges, infiltrados (medias y altas dosis de machos, las hembras de baja y alta dosis)

- Médula espinal, las meninges, infiltrados,% de eosindfilos (machos mediados de dosis, las hembras de dosis
bajas)

«  Médula espinal, la materia gris, infiltrados (hembras de dosis baja)

«  Médula espinal, materia gris, infiltrados,% de eosinéfilos (mujeres con dosis bajas)

« Ganglio y raices de la raiz dorsal, epineuro, Infiltrados (mujeres de dosis media)

« Raices y ganglios del nervio espinal, infiltrados, eosindéfilos (hombres de dosis media y alta; todas las dosis,
hembras)

«  Ganglio trigémino, infiltrados, eosindfilos (dosis media machos y hembras)

Todos estos cambios fueron interpretados para representar restos del aumento de los cambios inflamatorios
observados en los animales de sacrificio terminal. Al igual que en los animales de sacrificio terminal, no hubo evidencia
de que el aumento de los infiltrados de células inflamatorias adn presentes en algunos animales de recuperacion
representara cambios morfoldgicos que estaban causando efectos adversos. No hubo lesiones relacionadas con el
articulo de prueba en los tejidos del sistema no nervioso.

Animales de sacrificio de recuperacién (dosificacion EOW de 6 meses seguida de 1 mes sin dosificacién): tincién de
rhASA.

No hubo indicios de una mayor tincion de rhASA en los machos o hembras de recuperacion en comparacion
con los controles del dispositivo y/o vehiculo. En el cerebro de los varones con recuperacién de dosis baja, media y
alta, en realidad habia una indicacion de disminucion de la tincion de rhASA en algunos tipos de células (esto variaba
entre los grupos de tratamiento) en comparacion con los controles del dispositivo y/o vehiculo. La razén de esto,
incluso si esto fue 0 no un efecto real, no era aparente. Una posible explicacién seria que la administracién de rhASA
exogeno puede causar cierta disminucién en la produccién de rhASA enddgeno. Un hallazgo similar no estaba
presente en la médula espinal de los machos. En los hombres y mujeres en recuperacion, la tincién en el higado fue
similar a la observada en los controles.

En general, los cambios relacionados con el articulo de prueba podrian clasificarse en dos tipos principales
y estaban presentes en todos los niveles de dosis (1,8, 6,0 y 18,6 mg/dosis).

Aumento de infiltrados (de glébulos blancos, generalmente con un componente eosindéfilo prominente) en las
meninges, el parénquima cerebral, el parénquima de la médula espinal, el ganglio trigémino y ocasionalmente las
raices/ganglios del nervio espinal (o el epineuro que rodea esas estructuras). Se interpret6é que este aumento se debia
a la presencia del articulo de prueba (una proteina) en el espacio intratecal y en los tejidos del sistema nervioso.

Aumento leve y focal de células microgliales en la médula espinal y el cerebro en animales ocasionales (no
se observo microgliosis en ningun animal con dosis altas). Ambas categorias de cambios morfoldgicos se interpretaron
como una respuesta a la presencia del articulo de prueba. No hubo evidencia de necrosis neuronal en ningun animal.
Ninguno de los cambios relacionados con el articulo de prueba se relacion6 con reacciones biol6gicamente adversas
en el cerebro, la médula espinal, las raices nerviosas espinales o los ganglios. Especificamente, no hubo evidencia
de necrosis neuronal o una respuesta glial biolégicamente importante. No hubo lesiones relacionadas con el articulo
de prueba en los tejidos del sistema no nervioso. Después de un periodo de recuperacion de un mes (un periodo libre
de dosificacion), los cambios relacionados con el articulo de prueba se resolvieron por completo o se limitaron a los
restos del aumento previo en la respuesta inflamatoria asociada con la presencia del articulo de prueba. No hubo
efectos morfolégicos adversos en los animales de recuperacion.
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Como se basa en un examen microscépico cegado que asigna una puntuacién de tincién semicuantitativa, la
tincion inmunohistoquimica para la arilsulfatasa A (rhASA; el articulo de prueba) se increment6 en el cerebro y la
médula espinal en varios tipos de células, excepto las neuronas, para todos los grupos tratados con el articulo de
prueba. Este aumento también fue evidente en las células de Kupffer del higado. Después del periodo de recuperacién
de 1 mes, la tincion de rhASA en los animales tratados con el articulo de prueba (todos grupos de dosis) habia vuelto
a los niveles de control (dispositivo y/o control del vehiculo). En un hombre de baja dosis de recuperacién, hubo
multiples focos de astrocitosis y pérdida neuronal, lo que indica multiples areas de isquemia previa, en la corteza
cerebral. Aunque la patogénesis exacta de estas lesiones en este animal no era aparente, la falta de lesiones similares
en cualquier otro animal tratado con articulo de prueba, incluidos los animales de dosis alta que recibieron 10X la
dosis, indicd que estas lesiones no estaban relacionadas con el articulo de prueba. Basado estrictamente en los
hallazgos macroscopicos y microscopicos (en las secciones embebidas en parafina, tefiidas con hematoxilina y eosina)
en este estudio, el nivel de efectos adversos no observados (NOAEL) fue de 18,6 mg.

EJEMPLO 5 - DATOS FARMACINETICOS
Datos de animales de 6 meses

Este ejemplo proporciona un analisis interpretativo para las concentraciones séricas y de LCR de los
anticuerpos séricos rhASA y anti-rhASA de Northern Biomedical Research, Inc.

El objetivo del ejemplo fue evaluar la administracion intratecal (IT) de dosis repetidas de rhASA desde una
perspectiva de toxicologia y farmacologia de seguridad en monos cynomolgus juveniles (<12 meses de edad). Se
administraron un total de 12 dosis en un periodo de seis meses. Los animales fueron sometidos a necropsia 24 horas
0 un mes después de la ultima dosis. El disefio del estudio se muestra en la Tabla 30.

TABLA 30: Diseio del estudio

Grupo N° de Concentracion Dosis N° de animales, N° de animales, 1
animales de dosis administrada sacrificio de 6 mes Sacrificio de
nominal (mg) meses recuperacion
(mg/ml)
1 4M, 4F DC 0 - 4M, 4F
2 8M, 4F 0 0 4M,3F2 4M, 4F
3 8M, 4F 3 1,8 4M,4F 4M, 4F
4 8M, 4F 10 6,0 4M,4F 4M, 4F
5 8M, 4F 31 18,6 4M,4F 4M, 4F

DC = Control del dispositivo; Animales en el Grupo 1 no recibieron dosis de vehiculo o articulo de
prueba. 2 Animal de control del vehiculo N° 044 fue sacrificado temprano en el dia 50 debido a una fuga
de catéter

Métodos de ensayo: Andlisis de anticuerpos

La cuantificacion de anticuerpos anti-rhASA en el suero y el LCR de monos cynomolgus se realizé usando
un método validado. Brevemente, el ensayo comienza bloqueando una placa recubierta con estreptavidina MSD,
seguido de incubacién con rhASA marcado con biotina. Después de una etapa de lavado, las muestras diluidas, los
calibradores y los QC se agregan a la placa y se incuban. Después de un paso de lavado adicional, se agrega e incuba
el farmaco marcado con SULFO TAG. Se realiza un paso final de lavado y se agrega el tampén de lectura MSD. Las
placas se leen de inmediato. Los datos de la sefial en unidades de luminiscencia relativa (RLU) se analizan utilizando
plantillas SOFTMax Pro.

Concentracién de suero y LCR

La cuantificacion de rhASA en el suero y LCR de monos cynomolgus se realizé utilizando un método validado.
El método se basa en la tecnologia de Ensayo de Inmunosorbentes Enzimados (ELISA). Brevemente, una placa de
microtitulacion esta recubierta con un anticuerpo policlonal de conejo (SH040) producido contra la Arilsulfatasa A
humana recombinante (ASA). Después de la incubacién con los estandares de referencia ASA y las muestras de
prueba, la proteina ASA unida se detecta mediante el anticuerpo monoclonal anti-ASA conjugado con peroxidasa de
rabano picante (HRP) (clon 19-16-3). La placa se incuba con un sustrato para HRP, peroxidasa TMB. Esta reaccion
enzima-sustrato se detuvo mediante la adicion de &cido sulfurico 2N (H2SO4) y la absorbancia de cada pocillo se mide
a la absorbancia de longitud de onda 450 nm con una longitud de onda de referencia 655 nm. Las concentraciones de
ASA en las muestras se calculan utilizando la curva de calibracion de rhASA en la misma placa.

Resumenes de las concentraciones séricas de rhASA, concentraciones de CSF de rhASA, jError] Fuente
de referencia no encontrada. Las concentraciones séricas de anticuerpos anti-rhASA, las concentraciones de
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anticuerpos CSF anti-rhASA vy la incidencia de anticuerpos por grupo y sexo se presentan en la Tabla 33-39 a
continuacion.
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TABLA 33: Resumen de la concentracion de suero de rhASA en monos Cynomolgus

9;;'5:%'; + control del Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml | ng/ml
Antes de la dosis 2 0 0 4 0 0 4
Post Dosis 2 0 0 4 0 0 4
Antes de la dosis 4 0 0 4 0 0 4
Post Dosis 4 0 0 4 0 0 4
Antes de la dosis 6 0 0 4 0 0 4
Post Dosis 6 0 0 4 0 0 4
Antes de la dosis 8 0 0 4 0 0 4
Post dosis 8 0 0 4 0 0 4
Antes de la dosis 10 0 0 4 0 0 4
Post Dosis 10 0 0 4 0 0 4
Antes de la dosis 12 0 0 4 0 0 4
Post Dosis 12 0 0 4 0 0 4
Recuperacién media 0 0 4 0 0 4
Grupo 2: 0 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml | ng/ml
Antes de la dosis 2 0 0 8 0 0 7
Post Dosis 2 0 0 8 0 0 7
Antes de la dosis 4 0 0 8 0 0 7
Post Dosis 4 0 0 8 0 0 7
Antes de la dosis 6 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 6 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 8 0 0 8 0 0 8
Post dosis 8 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 10 0 0 8 0 0 7
Post Dosis 10 0 0 8 0 0 7
Antes de la dosis 12 0 0 8 0 0 7
Post dosis 12 (antes de
la necropsia de 6 0 0 8 0 0 8
meses)
Recuperacién media 0 0 0 0 4
roouperacion 0 0 4 | oo |¢4
Grupo 3:1,8 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml | ng/ml
Antes de la dosis 2 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 2 49,2 46,8 8 40,3 27,3 8
Antes de la dosis 4 0 0 8 0 0 8
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(Continuacién)

Grupo 3:1,8 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Post Dosis 4 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 6 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 6 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 8 0 0 8 0 0 8
Post dosis 8 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 10 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 10 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 12 0 0 8 0 0 8
Post dosis 12 (antes de
la necropsia de 6 0 0 8 0 0 8
meses)
Recuperacién media 0 0 0 0 4
Grupo 4: 6,0 mg Masculino Femenino
Media DE N Media DE N
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Antes de la dosis 2 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 2 173,6 69,5 8 143,2 89,0 8
Antes de la dosis 4 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 4 17 49 8 63,8 119,9 8
Antes de la dosis 6 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 6 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 8 0 0 8 0 0 8
Post dosis 8 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 10 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 10 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 12 0 0 8 0 0 8
Post dosis 12 (antes de
la necropsia de 6 0 0 8 0 0 8
meses)
Recuperacién media 0 0 4 0 0 4
Grupo 5:18,6 mg Masculino Femenino
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Antes de la dosis 2 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 2 348,0 272,9 8 562,3 204,3 8
Antes de la dosis 4 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 4 105,7 274,6 8 172,0 141,3 8
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(Continuacion)

Grupo 5:18,6 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml | ng/ml
Antes de la dosis 6 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 6 20,4 38,4 8 88,6 1214 | 8
Antes de la dosis 8 0 0 8 0 0 8
Post dosis 8 0 0 8 54,0 89,4 8
Antes de la dosis 10 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 10 0 0 8 6 18 8
Antes de la dosis 12 0 0 8 0 0 8
Post dosis 12 (antes de
la necropsia de 6 0 0 8 0 0 8
meses)
Recuperacién media 0 0 4 0 0 4
Necropsia de
recup:racién 0 0 4 0 0 4
TABLA 34: Resumen de las concentraciones de LCR en monos Cynomolgus
9;#&?“01 + control  del Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml | ng/ml
Antes de la dosis 2 0 0 4 0 0 4
Post Dosis 2 0 0 4 0 0 4
Antes de la dosis 4 0 0 4 0 0 4
Post Dosis 4 0 0 4 0 0 4
Antes de la dosis 6 0 0 4 0 0 4
Post Dosis 6 0 0 4 0 0 4
Antes de la dosis 8 0 0 4 0 0 4
Post dosis 8 0 0 4 0 0 4
Antes de la dosis 10 0 0 4 0 0 4
Post Dosis 10 0 0 3 0 0 4
Antes de la dosis 12 0 0 3 0 0 4
Post Dosis 12 0 0 3 0 0 4
Recuperacién media 0 0 3 0 0 4
Necropsia de recuperacion 0 0 4 0 0 4
Grupo 2: 0 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml | ng/ml
Antes de la dosis 2 0 0 6 0 0 7
Post Dosis 2 0 0 5 0 0 7
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(Continuacién)

Grupo 2: 0 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Antes de la dosis 4 0 0 5 0 0 6
Post Dosis 4 0 0 5 0 0 5
Antes de la dosis 6 0 0 5 0 0 5
Post Dosis 6 0 0 5 0 0 5
Antes de la dosis 8 0 0 5 0 0 5
Post dosis 8 0 0 5 0 0 5
Antes de la dosis 10 0 0 4 0 0 5
Post Dosis 10 0 0 4 0 0 5
Antes de la dosis 12 0 0 4 0 0 5
Post dosis 12 (antes de
la necropsia de 6 0 0 5 0 0 5
meses)
Recuperacién media 0 0 2 0 0 3
Grupo 3:1,8 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Antes de la dosis 2 42491 59255 7 42217 | 47300 6
Post Dosis 2 95886 22626 7 125717 | 61723 6
Antes de la dosis 4 17664 24372 6 50829 | 41891 6
Post Dosis 4 106783 42823 6 138400 | 49908 6
Antes de la dosis 6 39400 50105 4 45817 | 38404 6
Post Dosis 6 95275 12836 4 104080 | 37423 5
Antes de la dosis 8 25799 31589 4 58086 | 43821 5
Post dosis 8 148750 34664 4 119200 | 66556 5
Antes de la dosis 10 25927 31380 4 30380 | 30328 5
Post Dosis 10 89975 29494 4 105200 | 44603 5
Antes de la dosis 12 29746 34267 4 82780 | 65906 5
Post dosis 12 (antes de
la necropsia de 6 32030 39155 7 47331 49015 6
meses)
Recuperacién media 0 0 0 0
rocuparasion 0 0 o L L
Grupo 4: 6,0 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Antes de la dosis 2 75203 67002 8 146979 | 233673 | 6
Post Dosis 2 360000 179276 8 267667 | 103369 | 6
Antes de la dosis 4 58064 77210 8 53285 | 73340 5
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(Continuacién)

Grupo 4: 6,0 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/mi ng/ml
Post Dosis 4 369250 241251 8 305517 | 152232 | 6
Antes de la dosis 6 77253 91407 8 97987 | 146762 | 6
Post Dosis 6 418600 200098 5 369000 | 232238 | 5
Antes de la dosis 8 66342 80374 5 11592 23072 | 4
Post dosis 8 329400 209841 5 340500 | 135128 | 4
Antes de la dosis 10 119420 148408 5 74031 104609 | 2
Post Dosis 10 412000 149278 5 245500 | 161927 | 2
Antes de la dosis 12 68651 92902 5 74577 | 105251 | 2
Post dosis 12 (antes de la
necropsia de 6( meses) 141833 173933 7 58986 99016 | 4
Recuperacién media 0 0 3 0 N/A 1
Necropsia de
recupgracién 0 0 4 0 0 4
Grupo 5:18,6 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Antes de la dosis 2 289917 291188 7 201339 | 250774 | 8
Post Dosis 2 734429 298352 7 920143 | 448409 | 7
Antes de la dosis 4 150238 210302 7 169895 | 185675 | 6
Post Dosis 4 984857 570039 7 965167 | 425924 | 6
Antes de la dosis 6 265479 252067 7 288879 | 226889 | 6
Post Dosis 6 758143 102009 7 1270000 | 558533 | 6
Antes de la dosis 8 190529 240081 7 196021 | 199396 | 6
Post dosis 8 1003429 538271 7 989800 | 585072 | 5
Antes de la dosis 10 176297 272500 7 168864 | 191087 | 6
Post Dosis 10 1013000 390673 7 773400 | 103717 | 5
Antes de la dosis 12 142334 196793 5 430542 | 436534 | 6
Post dosis 12 (antes de Ia 291525 350251 7 | 252142 | 381200 | 6
necropsia de 6 meses)
Recuperacién media 0 0 3 0 0 2
Necropsia de
recupgracién 0 0 4 0 0 4
TABLA 35: Resumen de la concentracion de anticuerpos anti-rhASA en suero
\?;EE:?JIL: control del Masculino Femenino
Media DE Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml | ng/ml
Predosis 2 0 0 0 0 4
Predosis 4 0 0 0 0 4
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(Continuacion)

Grupo 1: control del

vehiculo Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/mi ng/mi ng/mi
Predosis 6 0 0 4 0 0 4
Predosis 8 0 0 4 0 0 4
Predosis 10 0 0 4 0 0 4
Predosis 12 0 0 4 0 0 4
Recuperacién media 0 0 4 0 0 4
Necropsia de
recupgracién 0 0 4 0 0 4
Grupo 2: 0 mg Masculino Femenino
Media DE N Media DE N
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Predosis 2 0 0 8 0 0 8
Predosis 4 0 0 8 0 0 8
Predosis 6 0 0 8 0 0 7
Predosis 8 0 0 8 0 0 7
Predosis 10 0 0 8 0 0 7
Predosis 12 0 0 8 0 0 7
Necropsia (24 horas
después de la ultima 0 0 4 0 0 4
dosis)
Recuperacién media 0 0 0 0 4
Necropsna' ) de 0 0 4 0 0 4
recuperacién
Grupo 3:1,8 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Predosis 2 0 0 8 0 0 8
Predosis 4 18409 21371 8 27648 | 37504 | 8
Predosis 6 75913 64863 8 85625 79871 | 8
Predosis 8 132163 95576 8 151900 | 97818 | 8
Predosis 10 392338 606626 8 290675 | 186213 | 8
Predosis 12 499438 735028 8 524438 | 569523 | 8
Necropsia (24 horas
después de la Ultima 261625 157865 4 733550 | 928411 | 4
dosis)
Recuperacion media 339250 265888 377175 | 218955 | 4
Necropsia de 712500 1107129 4 295525 | 174718
recuperacién
Grupo 4: 6,0 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/mi ng/mi ng/ml ng/mi
Predosis 2 0 0 8 0 0 8
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(Continuacion)

Grupo 4: 6,0 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/mi ng/mi ng/mi ng/mi
Predosis 4 30419 30561 8 64000 89510 8
Predosis 6 143693 128094 8 191750 [ 150511 | 8
Predosis 8 325750 190651 8 305850 | 224707 | 8
Predosis 10 669125 515458 8 832188 | 846241 | 8
Predosis 12 946125 651530 8 1060775 | 1088889 | 8
Necropsia (24 horas
después de la dltima 713500 598812 4 1047568 | 1132048 | 4
dosis)
Recuperacién media 1566000 708132 4 975500 | 1149734 | 4
Necropsia de 1113250 554510 4 | 793000 | 991450 | 4
recuperacion
Grupo 5:18,6 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Predosis 2 0 0 8 0 0 8
Predosis 4 56873 39107 8 39994 53411 8
Predosis 6 311638 237796 8 193263 | 208952 | 8
Predosis 8 482875 270130 8 399363 | 360425 | 8
Predosis 10 1006750 857916 8 866875 | 894776 | 8
Predosis 12 1419000 1382276 8 1341500 | 1373771 | 8
Necropsia (24 horas
después de la dltima 165000 147463 4 407300 | 268570 | 4
dosis)
Recuperacién media 2884250 1363128 4 2101500 | 2090420 | 4
Necropsia de
recupgracién 2504250 1118042 4 1506000 | 1524682 | 4

TABLA 36: Resumen de la concentracion de anticuerpos anti-rhASA en LCR

Grupo 1: control del

vehiculo

Masculino

Femenino

Media DE

=)

Media

DE

=)

Punto de tiempo

ng/ml

ng/ml

ng/ml

ng/ml

Cirugia

o

0

0

0

Predosis 2

Predosis 4

Predosis 6

Predosis 8

Predosis 10

Predosis 12

Recuperacién media

Necropsia
recuperacion

O |O|Oo|o|o|o|o|o

O |O|Oo|o|o|o|o|o

- (O] [Oo] B B B B P

o |O|o|o|o|o|o|o

o |O|o|o|o|o|o|o

ER B B N B B B B
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(Continuacion)

Grupo 1: control del

vehiculo Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/mi ng/mi ng/ml ng/mi
Grupo 2: 0 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Cirugia 0 0 7 0 0 6
Predosis 2 0 0 6 0 0 7
Predosis 4 0 0 5 0 0 6
Predosis 6 0 0 5 0 0 5
Predosis 8 0 0 5 0 0 5
Predosis 10 0 0 4 0 0 5
Predosis 12 0 0 4 0 0 5
Necropsia (24 horas
después de la ultima 0 0 3 0 0 2
dosis)
Recuperacion media 0 N/A 1 0 0 3
Necropsna' ) de 0 0 4 0 0 4
recuperacion
Grupo 3:1,8 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Cirugia 0 0 7 0 0 8
Predosis 2 0 0 7 0 0 6
Predosis 4 0 0 6 41 101 6
Predosis 6 685 1317 4 632 1413 5
Predosis 8 2238 2596 4 2180 4875 | 5
Predosis 10 3393 5038 4 5560 12433 | 5
Predosis 12 6436 8266 4 12700 28398 | 5
Necropsia (24 horas
después de la dltima 14848 12401 4 21442 32382 | 4
dosis)
Recuperacién media 29307 40617 3 18700 283 2
Necropsia de 21060 30010 3 13078 | 7181 | 4
recuperacion
Grupo 4: 6,0 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/mi ng/ml ng/mi
Cirugia 0 0 7 0 0 8
Predosis 2 0 0 7 0 0 6
Predosis 4 99 172 7 84 187 5
Predosis 6 1117 1862 8 1473 2775 | 6
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(Continuacion)

Grupo 4: 6,0 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml | ng/mi
Predosis 10 6600 9679 5 2715 1237 2
Predosis 12 5285 7279 5 955 1237 2
Necropsia (24 horas
después de la Ultima 16870 16350 4 63000 | 63000 [ 3
dosis)
Recuperacién media 66233 42238 16800 N/A 1
Necropsia de 53600 14388 28880 | 29890 | 4
recuperacién
Grupo 5:18,6 mg Masculino Femenino
Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml | ng/mi
Cirugia 0 0 7 0 0 6
Predosis 2 0 0 7 0 0 8
Predosis 4 102 192 7 0 0 6
Predosis 6 233 351 7 1506 | 3234 6
Predosis 8 3378 5931 7 6367 | 9865 6
Predosis 10 16327 24035 7 19567 | 27542 | 6
Predosis 12 11596 16406 5 15143 | 24351 | 6
Necropsia (24 horas
después de la Ultima 5168 7427 4 12135 | 10341 | 4
dosis)
Recuperacién media 54700 26439 46315 | 62770
Necropsia de 50725 29217 37790 | 35967
recuperacién

TABLA 37: Concentraciones de suero y LCR de rhASA, masculino y femenino combinado (hg/mL)

Grupo 1: control del
vehiculo

Suero rhASA (ng/mL)

CSF rhASA (ng/mL)

Grupo en total

Grupo en total

Punto de tiempo Media DE n Media DE n
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Antes de la dosis 2 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 2 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 4 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 4 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 6 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 6 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 8 0 0 8 0 0 8
Post dosis 8 0 0 8 0 0 8
Antes de la dosis 10 0 0 8 0 0 8
Post Dosis 10 0 0 8 0 0 7
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(Continuacion)

Grupo 1: control del
vehiculo

Suero rhASA (ng/mL)

CSF rhASA (ng/mL)

Grupo en total

Grupo en total

Punto de tiempo Media DE n Media DE n
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Antes de la dosis 12 0 0 8 0 0 7
Post Dosis 12 0 0 8 0 0 7
Recuperacién media 0 0 8 0 0 7
Necropsnal ) de 0 0 8 0 0 8
recuperacion
Grupo 2: 0 mg Suero rhASA (ng/mL) CSF rhASA (ng/mL)
Grupo en total Grupo en total
Punto de tiempo Media DE n Media DE n
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Antes de la dosis 2 0 0 16 0 0 13
Post Dosis 2 0 0 16 0 0 12
Antes de la dosis 4 0 0 16 0 0 11
Post Dosis 4 0 0 16 0 0 10
Antes de la dosis 6 0 0 15 0 0 10
Post Dosis 6 0 0 15 0 0 10
Antes de la dosis 8 0 0 15 0 0 10
Post dosis 8 0 0 15 0 0 10
Antes de la dosis 10 0 0 15 0 0 9
Post Dosis 10 0 0 15 0 0 9
Antes de la dosis 12 0 0 15 0 0 9
Post dosis 12 (antes
de la necropsia de 6 0 0 15 0 0 10
meses)
Recuperacién media 0 0 8 0 0 5
Necropsia de
recupgracién 0 0 8 0 0 8
Grupo 3:1,8 mg Suero rhASA (ng/mL) CSF rhASA (ng/mL)
Grupo en total Grupo en total
Punto de tiempo Media DE n Media DE n
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Antes de la dosis 2 0 0 16 42365 51844 | 13
Post Dosis 2 447 37,3 16 109654 | 45639 | 13
Antes de la dosis 4 0 0 16 34247 36982 | 12
Post Dosis 4 0 0 16 122592 | 47311 12
Antes de la dosis 6 0 0 16 43250 | 40831 10
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(Continuacion)

Grupo 3:1,8 mg

Suero rhASA (ng/mL)

CSF rhASA (ng/mL)

Grupo en total

Grupo en total

Punto de tiempo Media DE n Media DE n
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Post Dosis 6 0 0 16 100167 | 27992 9
Antes de la dosis 8 0 0 16 43736 40298 9
Post dosis 8 0 0 16 132333 | 53926 9
Antes de la dosis 10 0 0 16 28401 28890 9
Post Dosis 10 0 0 16 98433 37220 9
Antes de la dosis 12 0 0 16 59209 58253 9
Post dosis 12 (antes de
la necropsia de 6 0 0 16 39092 42786 13
meses)
Recuperacién media 0 0 8 0 0 5
Necropsia de
recupgraci()n 0 0 8 0 0 8
Grupo 4: 6,0 mg Suero rhASA (ng/mL) CSF rhASA (ng/mL)
Grupo en total Grupo en total
Punto de tiempo Media DE n Media DE n
ng/mi ng/mi ng/ml ng/ml
Antes de la dosis 2 0 0 16 105964 | 157408 | 14
Post Dosis 2 158,4 78,7 16 320429 | 153832 | 14
Antes de la dosis 4 0 0 16 56226 72638 13
Post Dosis 4 40,6 91,7 16 341936 | 203284 | 14
Antes de la dosis 6 0 0 16 86139 | 113563 | 14
Post Dosis 6 0 0 16 393800 | 206033 | 10
Antes de la dosis 8 0 0 16 42009 65286 9
Post dosis 8 0 0 16 334333 | 169995 9
Antes de la dosis 10 0 0 16 106452 | 130375 7
Post Dosis 10 0 0 16 364429 | 160707 7
Antes de la dosis 12 0 0 16 70344 87227 7
Post dosis 12 (antes de
la necropsia de 6 0 0 16 111707 | 151129 | 11
meses)
Recuperacién media 0 0 8 0 0 4
Necropsia de
recupgraci()n 0 0 8 0 0 8
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(Continuacion)

Grupo 5:18,6 mg Suero rhASA (ng/mL) CSF rhASA (ng/mL)
Grupo en total Grupo en total
Punto de tiempo Media DE n Media DE n
ng/ml ng/mi ng/ml ng/ml
Antes de la dosis 2 0 0 16 242676 | 264338 | 15
Post Dosis 2 455,1 257,8 16 827286 | 378379 | 14
Antes de la dosis 4 0 0 16 159311 | 191264 | 13
Post Dosis 4 138,8 213,7 16 975769 | 488021 | 13
Antes de la dosis 6 0 0 16 276279 | 231010 | 13
Post Dosis 6 54,5 93,8 16 994385 | 453568 | 13
Antes de la dosis 8 0 0 16 193064 | 213058 | 13
Post dosis 8 27,0 67,1 16 997750 | 531567 | 12
Antes de la dosis 10 0 0 16 172866 | 228817 | 13
Post Dosis 10 3,2 13 16 913167 | 319975 | 12
Antes de la dosis 12 0 0 16 299538 | 365275 | 11
Post dosis 12 (antes
de la necropsia de 6 0 0 16 273348 | 349718 | 13
meses)
Recuperacién media 0 0 8 0 0 5
Necropsna' ) de 0 0 8 0 0 8
recuperacion

TABLA 38: Suero y Anticuerpo anti-rhASA CSF, masculino y femenino combinados (ng/mL)

g;rsgh:c:ufgontrol Anticuerpo sérico anti-rhASA (ng/mL) CSF Antl-r(:g/sr:L,)Antlcuerpo
Grupo en total Grupo en total

Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/mi ng/mi ng/ml
Cirugia 0 0 8
Predosis 2 0 0 8 0 0 8
Predosis 4 0 0 8 0 0 8
Predosis 6 0 0 8 0 0 8
Predosis 8 0 0 8 0 0 8
Predosis 10 0 0 8 0 0 8
Predosis 12 0 0 8 0 0 7
Recuperacion
o) di;’ 0 0 8 0 0 7
Necropsnal ) de 0 0 8 0 0 8
recuperacion
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(Continuacion)

CSF Anti-rhASA Anticuerpo

Grupo 2: 0 mg Anticuerpo sérico anti-rhASA (ng/mL) (ng/mL)
Grupo en total Grupo en total

Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/mi ng/mi ng/mi ng/mi
Cirugia 0 0 13
Predosis 2 0 0 16 0 0 13
Predosis 4 0 0 16 0 0 11
Predosis 6 0 0 15 0 0 10
Predosis 8 0 0 15 0 0 10
Predosis 10 0 0 15 0 0 9
Predosis 12 0 0 15 0 0 9
Necropsia (24
horas después de 0 0 8 0 0 5
la dltima dosis)
Recuperacion
ol 0 0 8 0 0 4
Necropsna' ) de 0 0 8 0 0 8
recuperacion
Grupo 3:1,8 mg Anticuerpo sérico anti-rhASA (ng/mL) CSF Antl-r(rr:S/Sn,]AL,)Antlcuerpo

Grupo en total Grupo en total

Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Predosis 2 0 0 16 0 0 13
Predosis 4 23028 29871 16 21 72 12
Predosis 6 80769 70467 16 656 1284 9
Predosis 8 142031 93979 16 2206 3796 9
Predosis 10 341506 436656 16 4597 9386 9
Predosis 12 511938 635340 16 9916 20970 9
Necropsia (24
horas después de 497588 666122 8 18145 22972 8
la dltima dosis)
Recuperacion 358213 226397 8 25064 29302 5
media
Necropsia — de 504013 766860 8 16499 18552 7
recuperacion

Grupo 4: 6,0 mg

Anticuerpo sérico anti-rhASA (ng/mL)

CSF Anti-rhASA Anticuerpo

(ng/mL)
Grupo en total Grupo en total

Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Cirugia 0 0 15
Predosis 2 0 16 0 0 13
Predosis 4 47209 66899 16 93 170 12
Predosis 6 167721 137276 16 1269 2205 14
Predosis 8 315800 201572 16 11470 19344 9
Predosis 10 750656 682110 16 5490 8143 7
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(Continuacion)

Grupo 4: 6,0 mg

Anticuerpo sérico anti-rhASA (ng/mL)

CSF Anti-rhASA Anticuerpo

(ng/mL)
Grupo en total Grupo en total

Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/mi ng/ml ng/mi ng/ml
Predosis 12 1003450 868860 16 4048 6328 7
Necropsia (24
horas después de 880534 857199 8 36640 45439 7
la Ultima dosis)
Recuperacion 1270750 938646 8 53875 42430 4
media
Necropsia de
recuperacion 953125 763122 8 39474 26274 7
Grupo 5:18,6 mg Anticuerpo sérico anti-rhASA (ng/mL) CSF Antl-r(:g/sr:L,)Antlcuerpo

Grupo en total Grupo en total

Media DE n Media DE n
Punto de tiempo ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Cirugia 0 0 13
Predosis 2 0 0 16 0 0 15
Predosis 4 48433 46054 16 55 146 13
Predosis 6 252450 224723 16 821 2204 13
Predosis 8 441119 310702 16 4757 7781 13
Predosis 10 936813 849893 16 17822 24652 13
Predosis 12 1380250 1331905 16 13531 20189 11
Necropsia (24
horas después de 286150 238760 8 8652 9129 8
la dltima dosis)
Recuperacion 2492875 1686472 8 51346 36819 5
media
Necropsia de
recuperacion 2005125 1347857 8 44258 31114 8
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El limite de cuantificacion para rhASA en suero de mono cynomolgus es 39,1 ng/ml, y todas las muestras de
suero de los Grupos 1y 2 estaban por debajo del limite de cuantificacion (BQL), consulte la Tabla 33. Los niveles
séricos de rhASA se analizaron antes y a las 24 horas después de las dosis 2, 4, 6, 8, 10 y 12 (necropsia de 6 meses),
a mitad del periodo de recuperacién y antes de la recuperacion necropsia. Los niveles de rhASA fueron indetectables
en el Grupo 3 (1,8 mg/dosis), el Grupo 4 (6,0 mg/dosis) y el Grupo 5 (18,6 mg/dosis) antes de las dosis 2, 4, 6, 8, 10
y 12, después de la dosis 12, a mitad del periodo de recuperacién, y antes de la necropsia de recuperacién. Después
de la dosis 2, los niveles de rhASA en suero estaban relacionados con la dosis. Después de la dosis 4 (grupo 3), la
dosis 6(grupos 3y 4) y las dosis 8 y 10 (grupos 3 y 4 y hombres del grupo 5), los niveles de rhASA fueron indetectables.
Los niveles séricos de rhASA disminuyeron en el grupo 4 (6,0 mg/dosis) después de la dosis 4 y en el grupo 5 (18,6
mg/dosis) después de las dosis 4 y 6 para los hombres y las dosis 4, 6, 8 y 10 para las mujeres. Esta aparente
disminucion en los niveles séricos de rhASA puede estar relacionada con la creciente concentracion de anticuerpos
anti-rhASA. No hubo diferencias sexuales aparentes en los niveles séricos de rhASA, dada la variabilidad de la muestra
y los nimeros de grupos pequefios en este estudio.

El limite de cuantificacién para rhASA en cynomolgus monkey CSF es 19,5 ng/mL, y todas las muestras de
CSF de los Grupos 1y 2 eran BQL, ver Tabla 34. rhASA era detectable en CSF antes y después de las dosis 2, 4, 6,
8, 10 y 12 (necropsia de 6 meses) en todos grupos dosificados. Los niveles fueron mayores después de la dosis
(aproximadamente 24 horas después de la dosis) y estuvieron relacionados con la dosis. Los niveles en el LCR fueron
mucho mayores que los del suero. No hubo diferencias sexuales aparentes en los niveles de CSF de rhASA, dada la
variabilidad de la muestra y los niUmeros de grupos pequefos en este estudio. rhASA no fue detectable a mitad del
periodo de recuperacién y antes de la necropsia de recuperacion en todos grupos dosificados. Los niveles de LCR en
las colecciones de Dosis 12 (necropsia) para los grupos tratados con rhASA fueron mas bajos que los niveles
posteriores a la dosis 8 y 11. Las razones potenciales para niveles mas bajos de rhASA en la necropsia incluyen el
mayor volumen tomado (< 2,25 ml en total para recuentos celulares, quimica, rhASA y anti -rhASAanticuerpo) en la
necropsia versus los que se toman en el intervalo de dosificacion en vida (hasta 0,5 ml antes o después de la dosis
para la concentraciéon de rhASA). Ademas, algunos animales no tenian catéteres de patente en la necropsia, y las
muestras se tomaron a través de un grifo CM en lugar de a través del catéter. Esta ruta arrojé consistentemente
concentraciones mas bajas de rhASA en comparacién con el muestreo a través del catéter. Esto probablemente se
deba a la limitada direccion rostrocaudal del flujo masivo de LCR que se reconoce que ocurre en animales orientados
verticalmente como los monos y el hombre (por ejemplo, es bien sabido que los componentes del LCR exhiben
marcados gradientes rostrocaudales a lo largo de la vida de un individuo).

Se detectaron anticuerpos anti-rhASA en suero en cada animal tratado con rhASA en algin momento, véase
la Tabla 35. Los animales se definen como positivos para anticuerpos anti-rhASA si el nivel de anticuerpo anti-rhASA
estaba por encima del limite de cuantificacién (78,1 ng/ml). Los animales permanecieron positivos para anticuerpos
anti-rhASA una vez que seroconvirtieron. Ninguin animal fue positivo para anticuerpos anti-rhASA en el punto de tiempo
de predosis 2. Todos los animales rhASA excepto el macho No. 026 (Grupo 4; 6,0 mg/dosis) fueron positivos para
anticuerpos anti-rhASA en suero en el punto de tiempo de predosis 4. El hombre No. 026 fue positivo para el suero de
antiboday en el punto de tiempo de predosis 6. En el Grupo 5 (18,6 mg/kg), las muestras de anticuerpos contra la
necropsia tenian niveles de anticuerpos mas bajos. Esta aparente disminucién puede deberse a la presencia de rhASA
que interfiere con el ensayo. El titulo fue generalmente mayor en los grupos de dosis media y alta (6,0 y 18,6 mg/dosis)
que en los animales de dosis baja (1,8 mg/dosis). La presencia de anticuerpos anti-rhASA es un resultado esperado
del tratamiento de monos cynomolgus con una proteina humana recombinante i. Dada la variabilidad en los resultados,
no hubo diferencias aparentes de sexo.

Todos los animales con anticuerpos anti-rhASA detectables en LCR también tenian anticuerpos de rhASA
detectables en suero, con la excepcién de las Femininos N°® 049 (Grupo 3; 1,8 mg/dosis) y 057 (Grupo 4; 6,0 mg/dosis).
La variabilidad en la concentracién e incidencia de anticuerpos impide la determinacion de una respuesta a la dosis.
Los animales se definen como positivos para anticuerpos anti-rhASA si el nivel de anticuerpo anti-rhASA estaba por
encima del limite de cuantificacién (78,1 ng/ml).

Valores combinados para machos y Femininos para niveles de suero y CSF rhASA y para anticuerpos anti-
rhASA se muestran en la Tabla 36 y en la Tabla 37. Los resultados combinados de hombres y mujeres son similares
a los sexos individuales, discutidos anteriormente.

EJEMPLO 6 — EFICACIA

En este ejemplo, 11 ratones de control de tipo salvaje (MASA +/+ hASA -/-) fueron asignados al Grupo Ay
no recibieron tratamiento. se asignaron treinta y cuatro (34) ratones hASAC69S/ASA -/- a cada uno de los 5 grupos
de dosis y recibieron vehiculo (Grupo B) o rhASA (rhASA) a dosis de 20 mg/kg (intravenosa [IV]; Grupo C) 0 0,04, 0,12
y 0,21 mg (Grupos D, E y F, respectivamente) en los dias 1,9, 15/16 y 22. Todas las dosis IV se administraron a través
de una vena de la cola. Todas las dosis intratecales (IT) se administraron como una infusién en un volumen de 12 uL
en un rango aproximado de 2 uL/20 segundos (Tabla 40).
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TABLA 40: DISENO DEL ESTUDIO

Dosis en
o ) . N© total de
Grupo N de Tlpp de Tratamie Dosis Ruta | inyeccione Sacrificio mg/kg de
animales animal nto S peso
cerebral®
Control de
A 11 t('r‘:f;\;i{"f)f Ninguna | N/A | N/A N/A N/A N/A
hASA -/-)
Control . IT
B 9 de | VMU | umpa 0
vehiculos r
v
c 5 thASA 20 | (vena N/A
mg/kg de la
cola) ) 24 horz,as
hASACE9S 4 (Dias 1, después
IASA . 0,04 IT | 9 15/160,y de la
D 5 rhASA mg lumba 22) cuarta 100
r dosis
o2 | T
E 5 rhASA rﬁg lumba 300
r
IT
F 10 masa | %21 | umba 520
9 r
NA = no aplicable; IT = intratecal; IV = intravenoso.
@ Peso de cerebro para los ratones es de aproximadamente 0,0004 kg.
b Grupos C, D y E se dosificaron el dia 15; Grupos B y E se dosificaron el dia 16.

El ratéon knockout ASA hASACB9S/ASA (-/-) es un modelo aceptado de MLD, y se ha utilizado para probar
tratamientos potenciales para esta enfermedad. La ruta intratecal es la ruta de administracién prevista en humanos.
La ruta de administracion intravenosa se ha probado para este compuesto y un compuesto similar en ratones MLD.
Se agreg6 un grupo de control intravenoso como control positivo para los cambios histoldgicos esperados en los
organos periféricos. Los animales recibieron 100, 300 o 520 mg/kg de peso cerebral (0,04, 0,12, 0,21 mg,
respectivamente) de rhASA. Los niveles de dosis normalizados al peso cerebral seleccionados para este estudio
corresponden a dosis que estan planificadas para su uso en humanos o que se han utilizado en estudios de toxicologia
0 en modelos de eficacia previos de enfermedades de almacenamiento lisosémico. No se esperaba que estas dosis
tuvieran ninguna toxicidad.

Recepcion
Especies Ratones (Mus musculus)
Presion Ratones hASAC69S/ASA (-/-) y controles de tipo salvaje
Edad Aproximadamente 14-17 meses a la llegada
N¢ de grupos 6

N de animales 34 ratones knockout ASA + 11 controles de tipo salvaje

Después de la llegada, se examin6 cada animal para evaluar el estado de salud.
Carcasa

Los animales se alojaron en grupos en jaulas con filtro de policarbonil de alta temperatura, con lecho de papel
CareFresh y botellas de agua. Cada jaula estaba claramente etiquetada con una tarjeta de jaula que indicaba los
nameros de proyecto, grupo y animal, y sexo. Cada animal se identific6 de manera Unica utilizando un sistema de
perforacion de orejas. Los animales fueron tratados de conformidad con las pautas federales.

Las condiciones especificas para la temperatura ambiente de los animales y el fotoperiodo fueron las
siguientes:
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Temperatura 22°C + 3°C
Humedad 50% + 20%
Ciclode luz 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad

Durante y después de la administracién de la dosis, el fotoperiodo puede haberse interrumpido
temporalmente para actividades programadas. No se considera que tales interrupciones afecten el resultado o la
calidad de esta investigacion.

Todos los animales de tipo salvaje disponibles (11) se asignaron al Grupo A y se numeraron del 35 al 45. A
los animales ASA (-/-) hASA (+/') se les asignaron numeros consecutivos (1 al 34) a medida que se retiraban de sus
jaulas, pesadas, y orejas perforadas durante la aclimatacion. Los animales fueron asignados a los grupos de
tratamiento utilizando Research Randomizer (www.randomizer.org) el 3 de enero de 2011. Los primeros 9 nimeros
fueron asignados al Grupo B, los siguientes 5 al Grupo C, los siguientes 5 al Grupo D, los siguientes 5 al Grupo E, y
los 10 finales al Grupo F. Los animales se asignaron de la siguiente manera en la Tabla 41:

TABLA 41: ASIGNACION DE ANIMALES

Grupo | N Numeros de animales

A 11 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45

B 9 7,18,17,22, 23, 24, 28, 29, 30

C 5 6,16, 193 21, 32

D 5 5,9,14,18, 27

E 5 1,2,4,8, 11

F 10 3k 10, 12, 15, 20, 25, 26, 31, 33, 34
@ Animal N° 19 no pudo ser localizado al momento de la dosificacion.
b Animal N2 3 muri6 antes de comenzar la dosificacion.

Articulo de prueba y vehiculo

Articulo de prueba

Identidad rhASA
Descripcion arilsulfatasa A recombinante humana (rhASA)
Condiciones de Aproximadamente 4°C
almacenaie P
Vehiculo
Identidad Vehiculo rhASA (NaCl 154 mM, 0,005% de polisorbato 20, pH < 6,0)
Condicion de

. Aproxim mente 4°
almacenamiento proximadamente 4°C

Preparacion del vehiculo

El vehiculo se us6 como se proporciona. El vehiculo se calentd en el banco (ambiente). Una vez que el
vehiculo se calentd, el material se mezcl6 girando e invirtiendo suavemente. Las botellas no fueron agitadas. La botella
se seco antes de acceder al material. Cualquier vehiculo restante fue devuelto al refrigerador (1°C-8°C).

Preparacion de formulacion de dosis

Se diluy6 rhASA con vehiculo para alcanzar las concentraciones necesarias. El articulo de prueba se calenté
en el banco (ambiente). Una vez que se calent6 el articulo de prueba, el material se mezcld girando e invirtiendo
suavemente. Las botellas no fueron agitadas.

Colorantes para seguir las inyecciones:

Se utilizé un colorante infrarrojo (tal como IRDye®, LI-COR Biosciences, Lincoln, NE) para seguir las
inyecciones. Se han usado colorantes en inyecciones intratecales como un procedimiento de supervivencia después
de la administracion intratecal. El colorante se mezcld con el articulo de prueba antes de la administracion; Se afnadié
1 nmol de colorante en 1 pl al articulo de prueba. Ademas del tinte infrarrojo, se usé 1 pl de azul FD&C n? 1 (0,25%)
para el seguimiento de las inyecciones. Este tinte azul es un aditivo alimentario comun y generalmente se considera
seguro y no toxico.
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Inyeccion IT lumbosacral de rhASA o vehiculo
Los animales de los grupos B, D, E y F recibieron inyecciones intratecales los dias 1,9, 150 16 y 22.

Los ratones adultos se anestesiaron con 1,25% 2,2,2 tribromoetanol (Avertin) a 200-300 uL/10 gramos de
peso corporal (250-350 mg/kg) por inyeccion intraperitoneal. Se eliminé el vello dorsal entre la base de la cola y los
omoéplatos con un cortaufnas. El area afeitada se limpié con un exfoliante de povidina/betadina seguido de alcohol
isopropilico. Se realizé una pequenia incision en la linea media de la piel (1-2 cm) sobre la columna lumbosacra, y se
identificé la interseccion de la linea media dorsal y la cara craneal de las alas de la ilea (ileon singular). El mdsculo en
la fosa iliaca (gluteo medio) es un musculo en forma de corazén. Los dos lados de la parte superior del "corazén" se
aproximan a la ubicacion de las alas de la ilea. Se inserté una aguja de calibre 32 unida a una jeringa Hamilton de
vidrio de 10-20 pL hermética al gas hasta que se sinti6 resistencia del hueso subyacente. La inyeccion de 10 uL de
articulo de prueba, 1 L de tinte infrarrojo y 1 uL de FD&C azul n® 1 (volumen total de inyeccidon de 12 L) se realiz6 a
una velocidad aproximada de 2 uL/20 segundos (12 pL/2 minutos). La incisién en la piel se cerrd con clips para heridas.
El éxito de la inyeccién se juzgé mediante imagenes para determinar si el tinte infrarrojo se habia distribuido por todo
el SNC, asi como el tinte azul visible. Después de la obtencion de imagenes, se permitié que el animal se recuperara
en una camara de recuperacion.

Inyeccion intravenosa de rhASA
Los animales en el Grupo C recibieron inyecciones intravenosas los dias 1, 9, 15y 22.

Para las inyecciones |V, los animales fueron anestesiados con isoflurano, si fuera necesario, y se colocaron
en un dispositivo de retencion. La vena de la cola se dilaté al calentarse golpeando suavemente la cola con el dedo.
Luego se limpi6 el sitio de inyeccién con etanol al 70%. Alternativamente, el animal se colocd en una camara caliente
(40°C) durante 1-1,5 minutos. Se us6 una aguja de calibre 28 a 30 para inyectar material de prueba. El volumen de
inyeccion fue de 5-10 ml/kg.

Aproximadamente 24 horas después de la cuarta dosis, los animales en los grupos BF fueron sacrificados.
Los animales fueron sometidos a diferentes procedimientos de recoleccion de tejidos, como se detalla a continuacion.
Los animales del grupo A no fueron tratados; sin embargo, fueron sacrificados el 27 o 28 de enero de 2011 y sometidos
a procedimientos de recoleccién de tejidos, como se detalla a continuacion.

Suero (todos los animales)

Se recogi6 una muestra de sangre terminal (aproximadamente 0,5 ml) de todos los animales (Grupos A-F)
mediante puncién retroorbital bajo anestesia con isoflurano. Se colocé un tubo de vidrio en la 6rbita, penetrando
suavemente el area detras del ojo e interrumpiendo asi el drenaje venoso ubicado detras del ojo. La sangre se recogio
por accién capilar y/o flujo por gravedad. Después de la extraccidén de sangre, se aplico presion a la 6rbita para detener
el sangrado.

Las muestras de sangre completa se procesaron en suero y se congelaron a <-80°C. El suero se almacend
a -80°C y se analiz6 en busca de anticuerpos.

Tejidos para investigaciones de microscopia de luz (Grupos A-F; 5 ratones por grupo)

Después de la recogida de sangre, los animales se sometieron a eutanasia mediante COz2 asfixia. Se recogié
un corte de cola antes de la perfusién y se congel6 para un posible genotipo. La cavidad pericardica fue expuesta. Se
perfundieron transcardialmente tres (3) ratones por grupo con solucién salina heparinizada (1 U/ml de heparina sédica
en NaCl al 0,9%, filtrado estéril) enfriado con hielo y luego con paraformaldehido al 4% a aproximadamente 4°C. Se
extrajo el cerebro y se cort6 el abdomen para exponer ain mas los érganos internos. El cerebro y la carcasa se
colocaron en paraformaldehido, a excepcion del corte de la cola que estaba congelado.

Tejidos para analisis de lipidos (Grupos A, B, y F; 6, 4, y 5 animales, respectivamente)

Después de la recogida de sangre, los animales se sometieron a eutanasia mediante COz2 asfixia. Se recogié
un corte de cola antes de la perfusion y se congel6 para un posible genotipo. La cavidad pericardica fue expuesta.
Para los analisis de lipidos, se perfundieron transcardialmente 4-6 ratones por grupo con solucion salina heparinizada
(1 U/ml de heparina de sodio en NaCl al 0,9%, filtrado estéril) enfriado con hielo. Ejemplos de tejidos recogidos para
andlisis de lipidos se presentan en la Tabla 42.

71



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 896 060 T3

TABLA 42: TEJIDOS RECOGIDOS PARA EL ANALISIS DE LiPIDOS

Tejidos recogidos para el analisis de lipidos

Cerebro (separado en hemisferios izquierdo y derecho y
pesado)

Médula espinal (eliminada de la columna vertebral)

Rifi6n (2)

Recorte de la cola (antes de la

Nervio ciatico (2) (disecado libre de musculo) perfusion)

Tras la recogida, los tejidos se pesaron y luego se congelaron, en hielo seco o colocandolos en un congelador
a -80°C. El cerebro se separ6 en hemisferios izquierdo y derecho. El derecho se utiliza para el andlisis de lipidos por
MS. La izquierda se analizara para un posible analisis de N-acetil-1-aspartato (NAA). Los tejidos se almacenaron a -
80°C hasta el analisis (ver Tabla 43).

TABLA 43: CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA

Tipo de muestra Temperatura de almacenamiento
Suero congelado a alrededor de -80°C
tejidos para analisis de lipidos | congelado a alrededor de -80°C
Recortes de cola congelado a alrededor de -80°C
Tejidos pa}ralmicroscopl’a Aproximadamente 4°C
optica.

rhASA reduce almacenamiento sulfatida en la médula espinal de ratones MLD, particularmente en la
sustancia blanca, Figura 19. Analisis de morfometria de la médula espinal demostré que la densidad 6ptica de la
tincién con azul alcian fue estadisticamente redujo significativamente después de rhASA dosificacion, Figura 20. Los
ratones MLD tratados con rhASA también mostraron una actividad lisosémica reducida en el cerebro, Figura 21. Esta
reduccion fue estadisticamente significativa en el grupo de dosis alta (0,21 mg-520 mg/kg de peso cerebral) en
comparacioén con los animales tratados con vehiculo, Figura 22.

Los ratones MLD inmunotolerantes (hASAC69S/ASA(-/-)) mayores de 1 ano de edad recibieron la
administracion intratecal-lumbar de rhASA una vez por semana durante 4 semanas (un total de 4 dosis). Las dosis
fueron vehiculo (NaCl 154 mM, polisorbato 20 al 0,005%, pH < 6,0), 0,04, 0,12, 0,21 mg/dosis (las dosis normalizadas
fueron 100, 300 y 520 mg/kg de peso cerebral, respectivamente). En los puntos de tiempo terminales, la eficacia se
evalué mediante la evaluacion inmunohistoquimica del aclaramiento de sulfatida y la actividad de los lisosomas en el
cerebro y la médula espinal. Las secciones de la médula espinal y el cerebro se tifieron usando tincién con azul alciano
dirigido a sulftatidos en tejidos. Las secciones del cerebro también se tifieron por la presencia de proteina de
membrana asociada a lisosomas (LAMP), un indicador de procesos lisosomicos. Ademas, se realizé un analisis de
morfometria en secciones tefidas con azul alciano y LAMP de la médula espinal (cervical, toracica y lumbar) y cerebro.

Estos resultados preliminares demuestran la eficacia de la administracion intratecal lumbar de rhASA. En
comparacioén con los ratones de control de vehiculos, los ratones MLD tratados con rhASA muestran evidencia de
mejoria dentro de los marcadores histolégicos de la enfermedad, como el almacenamiento reducido de sulfatida
(notado por la tincién de azul alciano) y la actividad lisosémica en el cerebro. Estos cambios histopatologicos se
observaron cerca del sitio de administracion (médula espinal), asi como en las porciones distales del cerebro.

EJEMPLO 7 — BIODISTRIBUCION 2
Descripcion general

En este estudio, se asignaron 36 monos cynomolgus juveniles machos y 36 Femininos (<12 meses al inicio)
a cada uno de los 5 grupos de dosis y recibieron rhASA (rhASA) a dosis de 0 (control del dispositivo; los animales
recibieron dosis de 0,6 ml de PBS), 0 (control del vehiculo), 1,8, 6,0 0 18,6 mg (Grupos 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente)
cada dos semanas durante 6 meses para un total de 12 dosis. Todas las dosis se administraron como una infusién en
un volumen de 0,6 ml, seguido de un lavado de 0,5 ml de PBS administrado durante aproximadamente 10 minutos
(Tabla 44).
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TABLA 44: DISENO DEL ESTUDIO

Diseio del estudio

Grupo Ne de Concentracién Dosis Ne de Ne de
animales de dosis administrada animales, animales, 1
nominal (mg) sacrificiode  Mes Sacrificio
(mg/mL) 6 meses de
recuperacién
1 4M, 4F DC 0 - 4M, 4F
2 8M, 8F 0 0 4M,3F2 4M, 4F
3 8M, 8F 3 1,8 4M,4F 4M, 4F
4 8M, 8F 10 6,0 4M,4F 4M, 4F
5 8M, 8F 31 18,6 4M,4F 4M, 4F
DC = Control del dispositivo; animales en el Grupo 1 no recibieron dosis de vehiculo o articulo
de prueba.
@ Animal de control del vehiculo n° 044 se sacrificé temprano el dia 50 debido a una fuga del
catéter

Materiales y métodos
Recogida de tejidos

Los cerebros se cortaron en una matriz cerebral con un grosor de corte coronal de 3 mm de espesor. Cada
cerebro se seccion6 en cortes coronales completos que incluyen: neocorteza (incluida la corteza frontal, parietal,
temporal y occipital), paleocorteza (bulbos olfatorios y/o I6bulo piriforme), ganglios basales (que incluyen caudado y
putamen), sistema limbico (que incluye hipocampo y circunvolucién cingulada), talamo/hipotalamo, regiones del
mesencéfalo (incluida la sustancia negra), cerebelo, protuberancia y bulbo raquideo. Las ubicaciones de las que se
obtuvieron muestras de tejido individuales (a través de un punzén de biopsia de 4 mm) se muestran en las Figuras 32
a 37. Las imagenes en las Figuras 32 a 37 son de las Colecciones de Cerebro de Mamiferos Comparativos de la
Universidad de Wisconsin y Michigan, (también el Museo de Salud y Medicina). El punzén nimero 22 no se recolecto,
ya que esta estructura no estaba presente durante la necropsia. Todas las muestras de cerebro se congelaron y se
almacenaron a -60°C o menos antes del analisis de rhASA usando un ensayo inmunosorbente ligado a enzimas.

El primer corte de cerebro y cada segundo corte después se fijaron en formalina para evaluacion
histopatolégica e inmunohistoquimica. La segunda porcién del cerebro y cada segunda porcion después se congelaron
para el andlisis de concentracién del articulo de prueba. Antes de la congelacién, se tomaron muestras de cerebro de
la porcion derecha de las rebanadas cerebrales de andlisis de articulos de prueba de numero par para el andlisis de
biodistribucion. La ubicacion de las muestras de cerebro se fotografié en la necropsia y se registré el nimero de corte
de cerebro. Las muestras se obtuvieron usando un punzén circular de 4 mm o cortado con un bisturi para optimizar la
cantidad de materia blanca recolectada. Todos los punzones fueron congelados y almacenados a -60°C o menos para
el analisis del articulo de prueba. El resto del corte cerebral se congeld y se almacené a -60°C o menos para un posible
andlisis del articulo de prueba. Las ubicaciones de los golpes se muestran en el Apéndice B.

La médula espinal (cervical, toracica y lumbar) se corté en secciones de un centimetro. La primera rebanada
y cada segunda rebanada después se fijaron en formalina para andlisis histopatoldgico e inmunohistoquimico. La
segunda rebanada de médula espinal y cada segunda rebanada se congelaron y almacenaron a -60°C o menos para
el andlisis del articulo de prueba. La distribucion de los cortes se ajustd para que el corte con la punta del catéter
intratecal (Slice 0) se fijara en formalina y se analizara por histopatologia.

Preparacion de extractos de cerebro, higado y columna vertebral y determinacion de la concentracion de rhASA

Las punciones de cerebro, la médula espinal y las muestras de higado se analizaron utilizando un método
validado de conformidad con las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) de la Administracion de Drogas y Alimentos
de los Estados Unidos (FDA)) regulaciones 21 CFR, Parte 58 y con los procedimientos operativos estandar aplicables
de Midwest Bioresearch. Las muestras de tejido se homogeneizaron en tampén de lisis, se centrifugaron para eliminar
cualquier residuo de tejido y se almacenaron a -80°C hasta su analisis. La concentracién de rhASA en las fracciones
solubles de los homogenados se determind mediante un ELISA utilizando el anticuerpo policlonal de conejo SH040
como anticuerpo de captura y el anticuerpo monoclonal anti-ASA conjugado con HRP (peroxidasa de rabano picante)
19-16-3 como anticuerpo de deteccion. Después de un paso de lavado para eliminar los materiales no unidos, la
solucion de sustrato de tetrametilbencidina (TMB) reaccioné con el per6xido en presencia de anticuerpo conjugado
con HRP para producir una sefal colorimétrica que era proporcional a la cantidad de ASA unida por el anticuerpo anti
ASA en el paso inicial. La cantidad resultante de rhASA en cada homogeneizado de tejido se interpolé a partir de una
curva estandar.
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Las muestras también se analizaron mediante un ensayo de determinacion de proteina de acido bicinconinico
(BCA) para obtener la concentracién de proteina en una muestra desconocida. La concentracion de proteina para
cada muestra se determind mediante la interpolacién de la curva estandar de albimina. Los resultados de la
concentracién de rhASA se normalizaron a la proteina total en extractos de tejido, segln lo determinado por el ensayo
de é&cido bicinconinico.

Los niveles de ASA de todos los punzones para el vehiculo, 1,8 mg/dosis, 6,0 mg/dosis y 18,6 mg/dosis se
muestran en la Figura 23, Figura 24, Figura 25 y Figura 26, respectivamente. Los niveles de ASA de todos los
punzones para los animales de recuperacion para el control del dispositivo, el vehiculo, 1,8 mg/dosis, 6,0 mg/dosis y
18,6 mg/dosis se muestran en la Figura 27, Figura 28, Figura 29, Figura 30 y Figura 31, respectivamente.

Los niveles de ASA para punzones seleccionados que se tomaron cerca de la superficie (meninges) del
cerebro se muestran en la Figura 32. Los niveles de ASA para punzones seleccionados que se consideran que
contienen principalmente materia cerebral blanca profunda se muestran en la Figura 33. La materia blanca esta
compuesta de haces de procesos de células nerviosas mielinizadas (o axones). Los punzones seleccionados que
contienen principalmente material de la materia cerebral gris profunda se muestran en la Figura 34. La materia gris
contiene cuerpos de células neurales, en contraste con la materia blanca. Los valores de ASA en punzones
seleccionados de la superficie, blanco profundo y gris profundo se muestran para cada grupo de dosis en la Figura 35.

Los datos de concentracion de la médula espinal se muestran en la Figura 36.
Los datos de concentracion hepatica se muestran en la Figura 37.

Niveles de concentracion ASA en el higado, la médula espinal, y el cerebro del dispositivo y los grupos de
control con vehiculo dosificado fueron en algunos casos medibles. Los niveles en el higado y la médula espinal fueron
mas bajos que cualquiera de los grupos tratados con rhASA (Figura 23, Figura 32 y Figura 33). El nivel de rhASA
medido en el control del dispositivo y los animales dosificados con vehiculo representa una reactividad cruzada entre
el anticuerpo anti-rhASA utilizado en el ELISA con la proteina de mono cynomolgus nativa. Los valores reportados en
los tejidos de control de dispositivos y vehiculos no representan valores cuantitativos para cynomolgus monkey rhASA
en los tejidos, debido a que el grado de reactividad cruzada entre el anticuerpo y ASA cynomolgus no se conoce, y el
hecho de que los patrones de ensayo utilizan ASA humana. Sin embargo, sin querer limitarse a ninguna teoria, la
variacion en los niveles de ASA detectados entre el control del dispositivo y los tejidos dosificados con vehiculo puede
interpretarse como una variabilidad demostrada en las cantidades relativas de ASA de cinomolgo en diferentes tejidos
y regiones anatémicas.

Los niveles de ASA en laminas de médula espinal variaron de 160-2352, 1081-6607, y 1893-9252 ng/mg de
proteina en los hombres y 0-3151, 669-6637, y 1404-16424 ng/mg de proteina en las mujeres para los grupos de 1,8,
6,0 y 18,6 mg/dosis, respectivamente (Figura 32). Los niveles de AAS fueron mas altos en la region lumbar de la
columna vertebral que en la regién cervical. Los niveles de proteina ASA detectados en el higado respondieron a la
dosis en los grupos tratados con rhASA y fueron muy bajos en el grupo de vehiculos. Los niveles medios de ASA
fueron 88, 674 y 2424 en hombres y 140, 462 y 1996 ng/mg de proteina en mujeres para los grupos de 1,8, 6,0y 18,6
mg/dosis, respectivamente (Figura 33).

En general, el nivel de ASA parecia estar en muestras preparadas a partir de las rodajas de la médula espinal
y el higado relacionada con la dosis de los grupos dosificados-Rhasa. Muchas de las regiones cerebrales evaluadas
demostraron una clara relacion de dosis entre los niveles de ASA y la administracion de rhASA, mientras que otras
fueron mas equivocas. En general, los niveles de ASA en el cerebro aumentaron con la dosis de rhASA.

Ejemplo 8: ESTUDIO FARMACOCINETICO Y DE BIODISTRIBUCION

El objetivo de este estudio es evaluar la farmacocinética (PK) y la biodistribucién de varias enzimas
terapéuticas de reemplazo después de la administracion intratecal (IT) e intravenosa (V) a monos cynomolgus.

En este estudio, un total de doce monos cynomolgus masculinos y doce femininos con patente intratecal-
lumbar (IT-L) y los catéteres intratecal-cisterna magna (IT"M) se asignaron aleatoriamente por peso corporal en cuatro
grupos de tratamiento para la Fase 1a (administraciéon de 1S2) y la Fase 1b (administracion de ASA).

Se recogieron sangre y CSF (del catéter IT"M) a intervalos especificos después de la dosificacion para ambas
fases. Después, las Ultimas muestras fueron recolectadas de la Fase 1a, a los animales se les permitié un periodo de
lavado de 7 dias antes del inicio de la Fase 1b.

Después de que se recogieron las ultimas muestras de la Fase 1b, se permitira a los animales un periodo de

lavado de 7 dias entre el inicio de la Fase 2. Un total de 12 monos cynomolgus machos y femininos de la Fase 1b se
asignaron aleatoriamente por peso corporal a 12 grupos de tratamiento de 1S2 (Grupos 1a-6a) y ASA (Grupos 1b-6b).
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La biodisponibilidad absoluta de ASA en suero después de la administracion de IT-L es de <30 a 40%. En
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contraste, solo el 0,5% de la dosis IV estéa biodisponible en LCR.

La exposicién a ASA en suero aumenta de manera mas que proporcional después de la administracion de

IT-L.

Después de la administracion de IT-L, la exposicion a ASA en LCR aumenta de una manera menos que
proporcional a medida que aumenta la dosis. Los resimenes de los parametros PK de rhASA en suero, los parametros

PK de rhASA en suero en LCR y la biodisponibilidad se muestran en las Tablas 45-47.

TABLA 45 - RESUMEN PK parametros DE ASA EN EL SUERO DE MONOS CYNOMOLGUS

MEDIA (CV%) | SUERO ARILSULFATASA A
ARILSULFATASA | ARILSULFATASA | ARILSULFATASA ARILSULFATASA
A (FASE 1B: IV1 | A (FASE 1B: IT- | A (FASE 1B: IT-L6 |A (FASE 1B: IT-
MG/KG) L1,8 MG) MG) L18,6 MG)
N 8 6 8 8
axnth;-T (NG - | 10505 (16,9) 2219 (41,9) 10352 (31,9) 17583 (28,2)
Q/LI’WCLO)'” (NG - | 11069 (17,2) NC (NC) B 9634 (28,9) C 20789 (27,8) D
CMAX (NG/ML) | 11911 (20,0) 363 (40,4) 1160 (29,9) 1621 (25.1)
TMAXA (H) 0,08 (0,08, 0,08) | 4,00 (2,00,4,00) | 4,00 (1,00, 4,000 | 3,00 (1,00, 4,00)
T1/2 (H) 6,55 (31,8) NC (NC) B 6,77 (21,4) C 7,40 (32,8) D
(CI\:I-L/H)O CLF | 261 (17,0) NC (NC) B 654 (25,0) C 944 (25,4) D
VZ O VZ/F (ML) | 2418 (32,4) NC (NC) B 6523 (41,3) C 9686 (25,8) D

TABLA 46 - RESUMEN PARAMETROS DE PK DE ASA EN LCR DE MONOS DE CINOMOLO

Media (CV%)

CSF Arilsulfatasa A

. . Arilsulfatasa A | Arilsulfatasa A |Arilsulfatasa Al
’:]”'fk“";atasa A (Fase 16: IV 11 Fage 1b: IT-L1,8 | (Fase 1b: IT-L6 [(Fase 1b: IT-
g/kg mg) mg) L18,6 mg)
N 4 6 8 8
AUCO-t (ng * 8028775
/) 1629 (179,8) 1267266 (86,6) | 5334329 (68.8) | (74 )
AUCO- (ng - 4291829 (84,2) | 9406664
hml) 8221 (NC) b 1595942 (79,1)c | 4 (64.5) 0
1841125
Cmax (ng/mL) | 69,3 (94,2) 345167 (48,7) 1039079 (736) | (go'g)
029 (0,08, | 2,04 (0,08,
Tmaxa (h) 6,00 (1,00, 8,00) 0,08 (0,08,4,00) | ;g0 2.00)
t1/2 (h) 37,6 (NC) b 23,6 (68,3)C 171(313)d | 134 (293) e
?nlﬁ/h)o CLF | 392 (No) b 1,95 (74,1)c 38,1(214,8)d * | 3,04 (66,1) e
Vz o Vz/F (ml) | 21237 (NC) b 80,6 (110,4)c 1090 (215,1)d | 67,6 (81,2) e

TABLA 47 - BIODISPONIBILIDAD DE ASA EN SUERO Y CSF

Comparacion de biodisponibilidad absoluta

Arilsulfatasa A

Arilsulfatasa A

Arilsulfatasa A

(Fase 1b: IT- | (Fase 1b: IT-L6 |(Fase 1b: IT-
L1,8 mg) mg) L18,6 mg)
Fabs (%) NC 39,9 27,3

La biodisponibilidad de ASA en suero después de la administracién de IT-L es <30-40%. En contraste, solo
el 0,5% de la dosis administrada por via IV esta biodisponible en LCR. La particion sérica del LCR se muestra en la

Tabla 48.
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TABLA 48 - CSF: PARTICION DE SUERO

CSF: PARTICION DE PLASMA

IV 1 MG/KG)

ARILSULFATASA A (FASE 1B:

ARILSULFATASA
A (FASE 1B: IT-
L1,8 MG)

ARILSULFATASA
A (FASE 1B: IT-L6
MG)

ARILSULFATASA
A (FASE 1B: IT-
L18,6 MG)

0,74

NC

445

452

EJEMPLO 9 - TRATAMIENTO DE PACIENTES MLD

La administracién directa del SNC a través de, por ejemplo, la administracién de IT puede usarse para tratar
eficazmente a pacientes MLD. Este ejemplo ilustra un estudio de aumento de dosis multicéntrico disefiado para evaluar
la seguridad de hasta 3 niveles de dosis cada dos semanas (EOW) durante un total de 40 semanas de rhASA
administrado a través de un dispositivo de administracion de farmacos intratecal (IDDD) a pacientes con MLD infantil
tardia. En las Figuras 45-48 se representan varios dispositivos ejemplares de administracién de farmacos intratecal
adecuados para el tratamiento humano.

Seran inscritos hasta 20 pacientes:

Cohorte 1: 5 pacientes (dosis mas baja)

Cohorte 2: 5 pacientes (Intermedio dosis)

Cohorte 3: 5 pacientes (dosis mas alta)

5 pacientes seran aleatorizados con ningun tratamiento.

Los pacientes se seleccionan para el estudio basandose en la inclusién de los siguientes criterios: (1)
aparicién de los primeros sintomas antes de los 30 meses de edad; (2) ambulatorio en el momento del examen
(definido como la capacidad de pararse solo y caminar 10 pasos hacia adelante con una mano); (3) presencia de
signos neurolégicos al momento del examen. Por lo general, se excluyen los antecedentes de pacientes con trasplante
de células madre hematopoyéticas.

Se determina la seguridad de las dosis ascendentes de rhASA administradas por inyeccién IT durante 40
semanas en nifnos con MLD infantil tardia. Ademas, se evalla la actividad clinica de rhASA sobre la funcién motora
macroscépica y la farmacocinética de dosis Unicas y repetidas en suero y las concentraciones en el liquido
cefalorraquideo (LCR).

Si bien ciertos compuestos, composiciones y métodos descritos en este documento se han descrito con
especificidad de acuerdo con ciertas realizaciones, los ejemplos sirven solo para ilustrar los compuestos de la
invencion y no pretenden limitarlos.

Los articulos "un" y "una" tal como se usan en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones, a
menos que se indique claramente lo contrario, deben entenderse que incluyen los referentes plurales. Cuando los
elementos se presentan en esta descripcién como listas (por ejemplo, en el grupo Markush o en un formato similar),
debe entenderse que cada subgrupo de los elementos también se divulga, y cualquier elemento(s) puede eliminarse
del grupo. Debe entenderse que, en general, cuando la invencion, o los aspectos de la invencién, se
denominan/comprenden elementos, caracteristicas, etc. particulares, ciertas realizaciones de la invencién o aspectos
de la invencién consisten, o consisten esencialmente en, tales elementos, caracteristicas, etc. Por razones de
simplicidad, esas realizaciones no se han establecido en todos los casos especificamente en tantas palabras en este
documento.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion a base de solucién salina o tampdn que comprende 10 mg/ml o mas de arilsulfatasa A (ASA) para
su uso en un método de tratamiento de la enfermedad de leucodistrofia metacromatica en un sujeto, en donde dicho
método comprende administrar directamente dicha formulacién en el liquido cefalorraquideo de dicho sujeto a través
de administracién intraparenquimatosa, intracerebral, intraventricular cerebral (ICV) o intratecal (IT).

2. La formulacion a base de solucién salina o tamp6n para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la
formulacion a base de solucién salina o tamp6n comprende ademas un agente tampdn seleccionado del grupo que
consiste de fosfato, acetato, histidina, succinato, citrato, Tris y combinaciones de los mismos.

3. La formulacién a base de solucién salina o tampon para su uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde el
agente tampon es fosfato, opcionalmente en donde el fosfato esta presente a una concentracion:

(i) de no méas de 50 mM, y/o
(i) de no mas de 20 mM.

4. La formulacion a base de solucion salina o tampdn para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde la proteina ASA esta presente a una concentracion seleccionada de 10 mg/ml, 30 mg/ml, 50
mg/ml 0 100 mg/ml.

5. La formulacién a base de solucion salina o tampén para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde la proteina ASA comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

6. La formulacion a base de solucion salina o tampdn para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde la proteina ASA se produce a partir de:

(i) una linea celular humana, o
(i) Células CHO.

7. La formulacién a base de solucion salina o tampén para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que comprende NaCl a una concentracion que varia de 0 a 300 mM, por ejemplo, 137-154 mM,
opcionalmente en donde la concentracion de NaCl es de aproximadamente 154 mM.

8. La formulacion a base de solucién salina o tampén para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, que comprende
ademas un surfactante de polisorbato.

9. La formulacion a base de solucién salina o tampon para su uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde el
surfactante de polisorbato se selecciona del grupo que consiste de polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60,
polisorbato 80 y una combinacién de los mismos, opcionalmente en donde el surfactante de polisorbato es polisorbato
20, opcionalmente en donde el polisorbato 20 esta presente a una concentracion que varia del 0 al 0,2%,
opcionalmente a aproximadamente el 0,005%.

10. La formulacién a base de solucion salina o tampoén para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde la formulacién tiene un pH de 5,5 a 6,5, en donde opcionalmente la formulacion tiene un pH de
aproximadamente 6,0.

11. La formulacién a base de solucion salina o tampoén para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 10, en donde la formulacién se reconstituye a partir de una formulacion liofilizada con un diluyente.

12. La formulacion a base de solucion salina o tamp6n para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde la formulaciéon comprende ademés un agente estabilizante seleccionado del grupo que consiste
de un azdcar, un azucar no reductor y/o un aminoacido.

13. La formulacién a base de solucion salina o tamp6én para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 12, en donde la administracién intratecal tiene lugar:

(i) una vez cada dos semanas.
(i) una vez al mes, o
(iii) una vez cada dos meses.

14. La formulacién a base de solucion salina o tampoén para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 13, en donde la administracién intratecal se usa

(a) junto con la administracion intravenosa, opcionalmente en donde la administracién intravenosa no es mas
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frecuente que:

(i) una vez al mes, o
(i) una vez cada dos meses; o

(b) en ausencia de administracion intravenosa; y/o
(c) en ausencia de terapia inmunosupresora concurrente.

15. La formulacion a base de solucion salina o tamp6n para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde la formulacién a base de solucion salina o tamp6n se proporciona en un recipiente que comprende
una forma de dosificacién Unica, opcionalmente en donde

(a) el recipiente se selecciona de una ampolla, un vial, un cartucho, un depdsito, un lyo-ject o una jeringuilla
precargada, en donde opcionalmente la jeringuilla precargada se selecciona de jeringuillas de vidrio de borosilicato
con revestimiento de silicona horneada, jeringuillas de vidrio de borosilicato con silicona pulverizada o jeringuillas
de resina plastica sin silicona; y/o

(b) la formulacién a base de solucién salina o tampdn esté presente en un volumen de menos de:

(i) aproximadamente 50,0 ml, o
(i) aproximadamente 3,0 ml.
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Vehiculo ' Tratado IT

WT= Tipo silvestre; ratones tratados IT recibieron dosis 4 veces semanalmente de 520 mg/kg peso
cerebral de rhASA1 (0,21 mg), 4X magnificacion.

Fig. 19
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62-133

Rebanada 4

Etiqueta anatémica
1. WM subcortical
2. WM periventricular y materia blanca profunda
3. 3WM subcortical

1cm

Fig. 38
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62-133 Rebanada § #780

1cm

Etiqueta anatomica
4. Cuerpo calloso y WM subcortical pericalloso
Cépsula interna, GPi
Cépsula interna, ntcleo caudado
Materia blanca profunda
WM subcortical y corteza
putamen
10. WM subcortical temporal y corteza

Fig. 39
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62-133 Rebanada § #962

icm

Etiqueta anatémica
11. Materia Gris profunda
12. Materia gris profunda
13. WM profundo, frontal periventricular y subcortical
14. Blanco subcortical y corteza, superficial sagital

Fig. 40
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Fig. 41
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62-133 Rebanada 14 #1486

icm

Etiqueta anatémica
24. WM subcortical, tubo occipital
25. Materia blanca cerebelar, incluyendo ntcleo dentado (WM)

Fig. 43
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62-133 #780
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Fig. 47C
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Fig. 50
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Fig. 53
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