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"USO DE UMA FORMULACAO ESTAVEL COMPREENDENDO UMA
PROTEINA ARILSULFATASE A (ASA) E FORMULACAO ESTAVEL PARA
ADMINISTRACAO INTRATECAL"

REFERENCIA CRUZADA PARA PEDIDOS RELACIONADOS

Este ©pedido reivindica ©prioridade para os
pedidos de patente provisdéria dos Estados Unidos n°® US
61/358.857 depositado em 25 de junho de 2010; 61/360.786,
depositado em 1 de julho de 2010; 61/387.862, depositado em
29 de setembro de 2010; 61/435.710, depositado em 24 de
janeiro de 2011; 61/442.115, depositado em 11 de fevereiro
de 2011; 61/476.210, depositado em 15 de abril, 2011 e
61/495.268, depositado em 9 de junho de 2011; cuja totalidade
é aquil incorporada por referéncia.

Este pedido se refere aos pedidos intitulados
"CNS Delivery of Therapeutic Agents," depositado na mesma
data; "Methods e Compositions for CNS Delivery of Heparan
NSulfatase, " depositado na mesma data; "Methods e
compositions for CNS Delivery of Iduronate-2-Sulfatase,"
depositado na mesma data; "Methods e compositions for CNS
Delivery of f-Galactocerebrosidase," depositado na mesma
data; "Tratamento of Sanfilippo Sindrome Tipo B, " depositado

na mesma data; cuja totalidade ¢ aqui incorporada por

referéncia.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Terapia de reposigcdo enzimdtica (ERT) envolve a
administracéo sistémica de proteinas naturais ou

recombinantes derivados e/ou enzimas para um objeto.
Terapias aprovadas sdo geralmente administradas para objetos
por via intravenosa e sao geralmente eficazes no tratamento
dos sintomas somdticos da deficiéncia enzimdtica subjacente.

Como resultado da distribuicdo limitada de
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proteina administrada por via intravenosa e/ou enzima nas
células e tecidos do sistema nervoso central (CNS), o
tratamento de doen¢as, tendo uma etiologia do CNS tem sido
especialmente desafiador porque as proteinas administradas
por via intravenosa e/ou enzimas ndo cruzam adequadamente a
barreira hemato-encefdlica (BBB).

A barreira hemato-encefdlica (BBB) & gque um sistema
estrutural composto de células endoteliais que funciona
para proteger o sistema nervoso central (CNS) de
substéncias deletérias no fluxo de sangue, como bactérias,
macromoléculas (por exemplo, proteinas) e outras moléculas
hidrofilicas, limitando a difusdo de substéncias através de
BBB e no fluido cerebrospinal subjacente (CSF) e CNS.

Existem varias maneiras de contornar o© BBB para
melhorar a entrega no cérebro de um agente terapéutico
incluindo injecdo direta intracraniana, permeabilizacdo
transitéria de BBB e modificagdo do agente ativo para
alterar a distribuigdo do tecide. Injegdo direta de um
agente terapéutico em tecido cerebral desvia completamente
a vasculatura, mas sofre principalmente com o risco de
complicagdes (infecgéo, danoc tecidual, responsta
imunolégica) incorridas por injegdes intracranianas e ma
difusio do agente ativo do local da administragdo. Até a
data, a administragdo direta de proteinas para a substancia
cerebral n3o tem alcangado significativo efeito terapéutico
devido a barreiras de difusdo e o limitado volume
terapéutico que pode ser administrado.

A difusSo assistida por convecgdo tem sido estudada
através de cateteres colocados no parénguima cerebral

usando infusdes lentas, a longo prazo (Bobo, et al., Proc.



10

15

20

25

30

3/217

Natl. Acad. Seci. U.S.A 91, 2076-2080 (1994); Nguyen, et al.
J. Neurosurg. 98, 584-590 (2003)), mas terapias ndo
aprovadas usam atualmente essa abordagem para a terapia de
longo prazo. Além disso, a colocagdo de cateteres
intracerebrais & muito invasiva e menos desejavel como uma
alternativa clinica.

A injegdo de intratecal (IT) ou a administrac8o de
proteinas para o liquido cefalorraquidiano (CSF), também
foi tentada, mas ainda ndo rendeu sucesso terapéutico. Um
grande desafio neste tratamento tem sido a tendéncia do
agente ativo de ligar o revestimento ependimidrio do
ventriculo muito firmemente tal que dimpediu a difusdo
subseguente. Atualmente, ndo hd nenhum produto aprovado
para o tratamento da doenga genética do cérebro pela
administragdo diretamente para CSF.

De fato, muitos acreditavam que a barreira de difusdo
na superficie do cérebro, bem como a falta de métodos de
entrega eficaz e conveniente, eram obstidculos muito grandes
para alcangar o efeito terapéutico adequado no cérebro para
qualquer doenga.

Muitos distfirbios lisosgsbmico afetam o sistema nervoso
e assim demonstram desafios f{inicos no tratamento dessas
doengas com terapias tradicionais. Muitas wvezes had um
grande acimulo de glicosaminoglicanos (GAGs) nos neurdnios
e meninges de individuos afetados, levando a varias formas
de sintomas do CNS. Até a data, nenhum sintomas de CNS
resultantes de uma desordem dos lisossomos foi tratado com
sucesso por qualquer meio disponivel.

Assim, ainda hid uma grande necessidade de efetivamente

entregar agentes terapéuticos para o cérebro. Mais
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particularmente, h& uma grande necessidade de entrega mais
eficaz dos agentes ativos para o sistema nervoso central
para o tratamento dos distirbios de armazenamento
lisossomal.

RESUMO DA INVENGAQO

A presente invengdo fornece uma abordagem eficaz e
menos invasiva para entrega direta de agentes terapéuticos
para o sistema nervoso central (CNS). A presente invengdo,
em parte, baseada na descoberta inesperada que uma enzima
de substituig¢do (por exemplo, arilsulfatase A (ASA)) para
uma doenga de armazenamento lisossomal (por exemplo, MLD)
pode ser introduzida diretamente no liguido
cefalorraquidiano (CSF) de um sujeito que necessita de
tratamento em uma concentragdo elevada (por exemplo, maior
que 3 mg/mL, 4 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL ou mais) tal que a
enzima difunde-se eficaz e extensivamente em varias
guperficies e penetra em diversas regidegs em todo o
cérebro, incluindo regides profundas do cérebro, Mais
surpreendentemente, os inventores presentes demonstraram
gque tal entrega de alta concentragdo de proteina pode ser
feita usando simples solugdo salina ou formulagles & base
de tamp3o e sem induzir graves repercussdes, tais como
severa resposta imune, no objeto. Portanto, a presente
invengio fornece uma abordagem altamente eficiente,
clinicamente desejavel e favoravel ao paciente para entrega
direta do CNS para o tratamento de véarias doengas e
distGrbios que tém componentes do CNS, em particular,
doencas por armazenamento dos lisossomos. A presente
invengio representa um avango significativo no campe da

terapia de reposigdo de direcionamento e enzima do CNS.
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Conforme descrito em detalhes abaixo, os inventores
presentes tem desenvolvido com sucesso formulagdes estaveis
para administragdo eficaz intratecal (IT) de uma proteina
de arilsulfatase A (ASA). Contempla-se, no entanto, dque
vadrias formulagdes estédveis agui descritas s8o geralmente
adequadas para a entrega no CNS de agentes terapéuticos,
incluindo vérias outras enzimas lisossomais. Na verdade,
formulagdes estaveis de acordo com a presente invengdo

podem ser usadas para a entrega do CNS através de véarias

técnicas e rotas, incluindo, mas ndo limitado a
administragdes intraparenguimal, intracerebral,
intravetricular cerebral (ICV), intratecal (por exemplo,

IT-lombar, IT-cisterna magna) e outras técnicas e rotas
para injegdo diretamente ou indiretamente no CNS e no CSF.

Também estd previsto que diversas formulagdes estéveis
aqui descritas sdo geralmente adequadas para a entrega no
CNS de outros agentes terapéuticos, tais como proteinas
terapéuticas, incluindo varias enzimas de substituigdo para
doencas por armazenamento dos lisossomos. Em algumas
modalidades, uma enzima de substituigdo pode ser uma enzima
sintética, recombinante, gene ativado ou natural.

Em virias modalidades, a presente invengdo inclui uma
formulacio estdvel para a administragdo intratecal direta
no CNS composta por uma proteina arilsulfatase A (ASA), sal
e um surfactante de polissorbato. Em algumas modalidades, a
proteina ASA estd presente em concentragdes que variam de
cerca de 1 a 300 mg/mL (por exemplo, 1 a 250 mg/mL, 1 a 200
mg/mL, 1 a 150 mg/mL, 1 a 100 mg/mL, 1 a 50 mg/mL). Em
algumas modalidades, a proteina ASA estd presente no ou

acima de uma concentraglo selecionada de 2 mg/mL, 3 mg/mL,
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4 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL, 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, ou 300 mg/mL.

Em varias modalidades, a presente invengdo inclui uma
formulagdo estdvel de qualquer uma das modalidades
descritas neste documento, em que a proteina da ASA &
composta por uma sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°1. Em
algumas wmodalidades, a proteina ASA compreende uma
sequéncia de aminodcidos pelo menos 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95% ou 98% idéntica ao SEQ ID N°: 1. Em
algumas modalidades, a formulagdo estavel de qualquer uma
das modalidades descritas neste documento inclui um sal. Em
algumas modalidades, o sal & NaCl. Em algumas modalidades,
o NaCl estd presente como uma concentragdo variando de
aproximadamente 0 a 300 mM (por exemplo, 0 a 250 mM, 0 a
200 mM, 0 & 150 mM, 0 a 100 mM, 0 a 75 mM, 0 a 50 mM ou 0 a
30 mM). Em algumas modalidades, o NaCl estd presente numa
concentragdo que varia de aproximadamente 137 a 154 mM. Em
algumas modalidades, o NaCl estd presente numa concentragado
de cerca de 154 mM.

Em vdrias modalidades, a presente invengdo inclui uma
formulagdo estdvel de qualguer uma das modalidades
descritas neste documento, em gque o surfactante de
polissorbato & selecionado do grupo constituido de
polissorbato 20, polissorbato 40, polissorbato 60,
polisscrbato 80 e combinagéo destes. Em algumas
modalidades, o surfactante dé polissorbato €& polissorbato
20. Em algumas modalidades, o polissorbato 20 estd presente

numa concentragdo que varia de aproximadamente 0 a 0.02%.
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Em algumas modalidades, o polissorbato 20 esta presente
numa concentra¢do de cerca de 0.005%.

Em virias modalidades, a presente invencdo inclui uma
formulacdo estidvel de qualgquer uma das modalidades
descritas neste documento, em que a formulagdo ainda
compreende um agente tamponador. Em algumas wmodalidades, ©
agente tamponador é selecionado do grupe constituideo por
fosfato, acetato, histidina, succinate, Tris e suas
combinacdes. Em algumas modalidades, o agente tamponador &
fosfato. Em algumas modalidades, o fosfato estd presente em
uma concentracio nfdo superior a 50 mM (por exemplo, ndo
gsuperior a 45 mM, 40 mM, 35 mM, 30 mM, 25 mM, 20 mM, 15 mM,
10 mM ou 5 mM). Em algumas modalidades, o fosfato esta
presente numa concentragio ndo superior a 20 mM. Em varios
aspectos, a invengdo inclui uma formulagdo estdvel de
qualquer uma das modalidades descritas neste documento,
cuja formulagdo tem um pH de aproximadamente 3 a 8 (por
exemplo, aproximadamente 4 a 7.5, 5 a 8, 5a 7.5, 5 a 6.5,
5a 7.0, 5.5 a 8.0, 5.5 a 7.7, 5.5 a 6.5, 6 a 7.5, ou 6 a
7.0). Em algumas modalidades, a formulagdo tem um pH de
cerca de 5.5 a 6.5 (por exemplo, 5.5, 6.0, 6.1, 6.2, 6.3,
6.4, ou 6.5). Em algumas modalidades, a formulagdo tem um
pH de aproximadamente 6.0.

Em varias modalidades, a presente invengdo inclui
formulacdes estdveis de gualquer uma das modalidades
descritas neste documento, em gque a formulagdo & uma
formulagdo liquida. Em varias modalidades, a presente
invengdo inclui uma formulagdo estdvel de qualquer uma das
modalidades descritas neste documento, em que a formulagdo

& formulada como pd liofilizado.
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Em algumas modalidades, a presente invengdo inclui uma
formulagdo estédvel para administragdo intratecal,
compreendendo um arilsulfatase proteina A (ASA) em
concentragdes que variam de cerca de 1-300 mg/mL, NaCl na
concentragdo de cerca de 154 mM, polissorbato 20, em uma
concentracdc de aproximadamente 0,005% e um pH de
aproximadamente 6.0. Em algumas modalidades, a proteina ASA
tem uma concentragdo de aproximadamente 10 mg/mL. Em
algumas modalidades, a proteina ASA tem uma concentragdo de
aproximadamente 30 mg/mL, 40 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL,
150 mg/mL, 200 mg/mL, 250 mg/mL ou 300 mg/mL.

Em varios aspectos, a presente invengdo inclui um
recipiente constituido por uma forma de dosagem Unica de
uma formulacio estdvel em varias modalidades descritas
agui. Em algumas modalidades, o contéiner & selecionado de
uma ampola, um tubo de ensaio, uma garrafa, um cartucho, um
reservatdério, um lyo-ject ou uma seringa pré-cheia. Em
algumas modalidades, o recipiente & uma seringa pré-cheia.
Em algumas modalidades, a seringa pré-chela & selecionada
de seringas de vidro de borosilicato com revestimento de
silicone cozido, seringas de vidro de borosilicato com
silicone pulverizado, ou seringas de resina pléstica sem
silicone. Em algumas modalidades, a formulagdo estdvel estd
presente em um volume de menos de cerca de 50 mL (por
exemplo, menos do que aproximadamente 45 mL, 40 mL, 35 mL,
30 mL, 25 mL, 20 mL, 15 mL, 10 mL, 5 mL, 4 mL, 3 mL, 2,5
mL, 2,0 mL, 1,5 wmL, 1,0 mL ou 0,5 mL). Em algumas
modalidades, a formulagdo estédvel estd presente em um
volume inferior a 3,0 mL.

Em vdrios aspectos, a presente invengdo inclui métodos
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de tratamento de Doenga de Leucodistrofia Metacromdtica
incluindo a etapa de administrag¢do intratecal em um objeto
gue precisa de tratamento de uma formulagdo de acordo com
qualguer uma das modalidades agui descritas.

Em algumas modalidades, a presente inven¢do inclui um
método de tratamento da Doencga de Leucodistrofia
Metacromdtica  incluindo wuma etapa de administragédo
intratecal para um objeto que precisa de tratamento de uma
formulagdo que inclui uma proteina arilsulfatase A (ASA) em
concentragdes que variam de cerca de 1 a 300 mg/mL, NaCl na
concentragéo de aproximadamente 154 mM, polissorbato 20, em
uma concentra¢do de aproximadamente 0,005% e um pH de
aproximadamente 6.

Em algumas modalidades, a administragdo intratecal
resulta em nenhum efeitc adverso substancial (por exemplo,
resposta imune grave) no objeto. Em algumas modalidades, a
administracdo intratecal resulta em nenhuma resposta imune
mediada por células T substancial adaptativa no objeto.

Em algumas modalidades, a administragdo intratecal de
formulagdo resulta na entrega uma proteina da arilsulfatase
para varios tecidos-alvo no cérebro, a medula espinhal,
e/ou b6rgdos periféricos. Em algumas modalidades, a
administragdo intratecal da formulagdo resulta na entrega
de uma proteina a arilsulfatase aos tecidos do cérebro de
destino. Em algumas modalidades, os tecidos-alvo do cérebro
comp®em matéria branca e/ou neurdnios na massa cinzenta. Em
algumas modalidades, uma proteina de arilsulfatase &
entregue aos neurdnios, células gliais, células
perivasculares e/ou células meningeas. Em algumas

modalidades, uma proteina de arilsulfatase ainda € entregue
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para os neurdnios na medula espinhal.

Em algumas modalidades, a administra¢do intratecal da
formulagdo ainda resulta em entrega sistémica da proteina
ASA em tecidos-alvo periféricos. Em algumas modalidades,
nos tecidos-alvo periférico sd3o selecionadas de figado,
rim, bago e tingimento.

Em algumas modalidades, a administragdo intratecal da
formulagdo resulta na localizagido dos lisossomos nos
tecidos-alvo do cérebro, neurdnios da medula espinhal e/ou
tecidos-alvo periféricos. Em algumas modalidades, a
administragdo intratecal de formulacdo resulta em redugdo
de armazenamento de sulfatideos mnos tecidos-alve do
cérebro, neurdnios da medula espinhal e/ou tecidos-alvo
periféricos. Em algumas modalidades, o armazenamento de
sulfatideo & reduzido em pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, l-vezes, 1l.5- vezes, ou 2- vezes,
em comparagdc com um controle (por exemplo, o pré-
tratamento de armazenamento GAG no objeto). Em algumas
modalidades, a administragdo intratecal de formulagdo
resulta em reduzida vacuolizagdo nos neurdnios (por
exemplo, em pelo menos 20%, 40%, 50%, 60%, 80%, 90%, 1-
veies, 1.5- veges, ou 2- vezes, em comparagao com um
controle). Em algumas modalidades, os neurdnios séo
composto por células de Purkinje.

Em algumas modalidades, a administragdo intratecal de
formulagdo resulta em aumento da atividade enzimdtica de
ASA em tecidos-alvo do cérebro, neurdnios da medula
espinhal e/ou tecidos-alvo periféricos. Em algumas
modalidades, a atividade enzimdtica de ASA aumenta pelo

mernios l-vezes, 2-vezes, 3-vezes, 4-vezes, 5-vezes, 6-vezes,
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7-vezes, 8-vezes, 9-vezes ou l0-vezes em comparag¢do com um
controle (por exemplo, © pré-tratamento de atividade
enzimdtica endbgena no objeto). Em algumas modalidades, o
aumento da atividade enzimatico de ASA & pelo menos
aproximadamente de 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 mmol/hr/mg, 100 nmol/hr/mg, 150 nmol/hxr/mg,
200 nmol/hr/mg, 250 mnmol/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 ou 600 nmol/hr/mg.

Em algumas modalidades, a atividade enzimidtica da ASA
é maior na regido lombar. Em algumas modalidades, o aumento
da atividade enzimitica de ASA na regido lombar & de pelo
menos aproximadamente 2000 nmol/h/mg, 3000 nmol/h/mg, 4000
nmol/h/mg, 5000 nmol/h/mg, 6000 nmol/h/mg, 7000 nmol/h/mg,
8000 nmol/h/mg, 9000 nmol/h/mg ou 10.000 nmol/h/mg.

Em algumas modalidades, a administracdc intratecal de
formulagdo dos resulta na reduzida intensidade, gravidade
ou frequéncia, ou inicio adiado de pele menos um sintoma ou
caracteristica de MLD. Em algumas modalidades, pelo menos
um sintoma ou caracteristica de MLD & cognitivo; lesdes da
massa branca; espagos perivasculares dilatados do
parénguima cerebral, géngliocs, corpo caloso e/ou tronco
cerebral; atrofia; e/ou ventriculomegalia.

Em algumas modalidades, a administragdo intratecal
ocorre uma vez a cada duas semanas. Em algumas modalidades,
a administracd@o intratecal ocore uma vez por més. Em
algumas modalidades, a administragdo intratecal ocorre uma

vez a cada dois meses. Em algumas modalidades, a

administragdo intratecal é usada em conjunto com
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administrag¢do  intravenosa, Em algumas modalidades a
administracdo por via venosa & n#o mais frequente do que
uma vez por semana. Em algumas modalidades, a administragdo
por via venosa € ndo mais frequente do que uma vez a cada
duas semanas. Em algumas modalidades, a administragdo por
via venosa & nd3o mais frequente do gue uma vez por més. Em
algumas modalidades, a administragdo por via venosa € ndo
mais frequente do que uma vez a cada dois meses. Em
determinadas modalidades, a administra¢dc intravenosa &
mais frequente do que a administrag¢do mensal, como duas
vezes semana; semanalmente, quinzenalmente, ou duas vezes
mensais.

Em algumas modalidades, as administrag¢des intravenosa
e intratecal =s3c0 realizadas no mesmo dia. Em algumas
modalidades, as administragdes intravenosa e intratecal ndo
s8o executadas dentro de um determinado periodo de tempo do
outro, como ndo no prazo de pelo menos 2 dias, dentro de
pelo menos 3 dias, no prazo de pelo menos 4 dias, dentrxo de
pelo menos 5 dias, dentro de pelo menos 6 dias, dentro de
pelo menos 7 dias ou dentro pelo menos de uma semana. Em
algumas modalidades, as administrag®es intravenosas e
intratecal sfo executadas em um hordrio alternado, como
administra¢des alternadas semanalmente, cada semana, duas
vezes por més ou mensal. Em algumas modalidades, uma
administragdo  intratecal substitui uma administragdo
intravenosa em um hordrio de administragdo, como em um
programa de administragdo de intraveneous semanalmente,
gquinzenalmente, duas vezes mensal, ou mensal, cada terceira
ou quarta ou quinta administragdo nessa lista pode ser

substituida por uma administragdo intratecal no lugar de



10

15

20

25

30

13/217

uma administragdo intravenosa.

Em algumas modalidades, as administra¢bes intravenosas
e intratecal séo executadas sequencialmente, como
realizande administragdes intravenosas primeiro (por
exemplo, semanalmente, quinzenalmente, duas vezes por més,
ou dosagem mensal para duas semanas, um més, dois meses,
trés meses, quatro meses, cinco meses, seis meses, um ano
ou mais) seguinda de administragdes IT (e.g., semanalmente,
quinzenalmente, duas vezes por més, ou a dosagem mensal por
mais de duas semanas, um més, dois meses, trés meses,
quatro meses, cinco meses, seis meses, um ano ou mais). Em
algumas modalidades, as administragdes intratecais sdo
executadas primeiro {por exemplo, semanalmente,
guinzenalmente, mensalmente, duas vezes mensal, uma vez a
cada dois meses, uma vez cada trés meses, dosagem por duas
semanas, um més, dois meses, trés meses, quatro meses,
cinco meses, seis meses, um ano ou mails) seguido porx
administragdes intravenosas (e,.qg, semanalmente,
quinzenalmente, duas vezes mensalmente, ou mensalmente a
dosagem por mais de duas semanas, um més, dois meses, trés
meses, gquatro meses, cinco meses, seis meses, um ano ou
mais) .

Em algumas modalidades, a administragdo intratecal &
usada na auséncia da administrag@o intravenosa.

Em algumas modalidades, a administrag8o intratecal €&
usada na auséncia de terapia imunossupressora simultdnea.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A Figura 1 ilustra exemplares dados de concentragdo de
arilsulfatase A (rhASA) no soro apés administragdo IV.

A Figura 2 ilustra exemplares dados de concentragdo de
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arilsulfatase A (rhASA) no soro apds a administragdo IT-
lombar.

A Figura 3 ilustra exemplar concentragdo de (rhASA) em
CSF depois de administragdo IV.

A Figura 4 ilustra exemplar concentragdo de (rhASA) em
CSF apds a administragdo IT-lombar.

Figura 5 ilustra exemplar andlise do efeito de tampdo
e pH sobre a estabilidade térmica de rhASA.

Figura 6 ilustra a andlise exemplar de SDS-PAGE
(Coomassie) de rhASA depois de duas semanas a 40 + 2 °C.

Figura 7 ilustra a andlise exemplar de SDS-PAGE
(Coomassie) de rhASA em formulagdes IT depois de 3 meses a
5 e 25 °C.

Figura 8 mostra exemplar substd@ncia da droga de rhASA
e aparéncia do produto de droga apds 48 horas de agitagdo
(painel A) e mistura (painel B).

Figura 9 mostra a exemplar aparéncia do produto de
droga de rhASA (sem P20) com (n = 2) e sem espago vazio (n
= 1) apds agitagdo por 48 horas.

Figura 10 dilustra dados exemplares, demonstrando a
capacidade do tampdo de gubstdncia de droga de rhASA em
relagdo ao controle de tampdo gquando titulado com &cido
cloridrico.

Figura 11 ilustra dados exemplares, demonstrando a
capacidade de tampdo de substéncia de droga de rhASA em
comparagdo com um controle de tampdo quando titulado com
solug¢do de hidrdxido de sdédio 1M.

Figura 12 mostra exemplares amostras de rhASA em
solugdo salina, pH 6.0 variando por concentragéo.

A Figura 13 ilustra a exemplar andlise de SEC-HPLC de
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rhASA (pH 5,5 fase mdvel) em 154 mM NaCl, pH 5,9.

Figura 14 ilustra a exemplar andlise de SEC-HPLC de
rhASA (pH 7.0 fase mével) em 154 mM NaCl, pH 5,9,

Figura 15 ilustra exemplares perfis de exclusio de
tamanho de linha base e as amostras de estabilidade de 11
meses para rhASA em 154 mM NaCl, pH 5.

Figura 16 mostra foto-micrografias exemplares de
tecido cerebral, meninges, infiltrados (grupos de doses
médias e altas, ambos os sexos) apds o tratamento.

Figura 17 wostra foto-micrografias exemplares de
tecido cerebral, meninges, infiltrados (grupos de doses
médias e altas, ambos os sexos) apds o tratamento.

Figura 18 mostra £foto-micrografias exemplares de
tecido cerebral, perivascular, infiltrados (machos de dose
média; fémeas de alta dose) apds o tratamento.

Figura 19 mostra exemplar coloragdo azul Alcian da
medula espinhal de camundongos imunotolerantes MLD tratados
com rhASA retratando resultados exemplares ilustrando a
redugdo de sulfatideo, conforme determinadec pela coloragdo
de Alcian azul medular cervical em animais que receberam
inje¢Bes intratecal de hASA recombinante nos dias 1, 8, 15
e 22 em doses de 520 mg/kg de peso cerebral e controle de
veiculo. Como demonstrado, o tratamento com recombinante
haSA injetado intratecalmente resultou na redugdo da
acumulacio de sulfatideo na medula espinhal cervical.

Figura 20 ilustra a exemplar andlise de morfometria de
tingimento de seg¢des do corddo epinhal com Alcian azul de
camundongos  imunotolerantes MLD tratados com rhASA,
incluindo exemplares resultados que ilustram a densidade

6tica de Alcian azul no total da medula espinhal (T-
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medular), massa cinzenta total (T-GM), massa cinzenta
lombar (L-GM), massa cinzenta cervical (C-GM), massa de
branca total (T-WM), massa branca lombar (L-WM) e massa
branca cervical (C-WM), conforme determinado pela andlise
da morfometria. Como demonstrado, uma redugéo
estatisticamente significativa na coloragdo de Alcian azul
foi observada em animais tratados com rhASA em comparagio
com um controle de veiculo.

Figura 21 mostra redugdo exemplar de tingimento LAMP
do cérebro de camundongos imunctolerantes MLD tratados
tratados com TrhASA retrata resultados exemplares due
ilustram os niveis de TLAMP-1 na fimbria conforme
determinado pelé imuno-histoquimica. Ampliag¢do = 20X. Como
demonstrado, tratamento com rhASA injetado intratecalmente
resultou em redugdo da LAMP-1 na massa branca cerebral.

Figura 22 ilustra a exemplar andlise de morfometria de
tingimento LAMP do cérebro de camundongos imunotolerantes
MLD tratados com rhASA retrata resultados exemplares gue
ilustram a intensidade LAMP-1 de tingimento no corpus
caloso (CC), fimbria (F), matéria branca cerebelar (CB-WM)
e tronco cerebral (BS) de animais tratados com 20 mg/kg de
rhASA intravenosa, 300 mg/kg de rhASA intratecal por peso
do cérebro, 520 mg/kg de rhASA intravenosa por peso do
cérebro, ou o controle do veiculo.

Figura 23 ilustra a concentragdo exemplar de rhASA em
pungdes de cérebro de macacos cinombélogos juvenis dosado
por veiculo seguindo dosagem de dosagem EOW IT por & meses
- necropsia principal.

Figura 24 ilustra a concentragdo exemplar de rhASA em

puncgdes de cérebro de macacos cinomélogos juvenis seguindo
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dosagem EOW IT de rhASA em 1,8 mg/dose por 6 meses -
necropsia principal.

Figura 25 ilustra a concentragdo exemplar de rhASA em
pungdes de cérebro de macacos cinomdélogos juvenis seguindo
dosagem EOW IT de rhASA a 6.0 mg/dose por 6 meses -
necropsia principal.

Figura 26 ilustra a concentragdo exemplar de rhASA em
pungdes de cérebro de macacos cinomdlogos juvenis seguindo
dosagem EOW IT de rhASA a 18,6 mg/dose por 6 meses -
necropsia principal.

Figura 27 ilustra a concentragdo exemplar de ASA em
pungdes de cérebro de macacos cinomdlogos juvenis seguindo
dosagem EOW IT (PBS-controle) por 6 meses - necrdpsia de
recuperagio.

Figura 28 ilustra a concentrac@o exemplar de rhASA em
puncdes de cérebro de macacos cinomélogos juvenis seguinto
dosagem EOW IT de veiculo por 6 meses - necrbpsia de
recuperagao.

Figura 29 ilustra a concentragdo exemplar de rhASA em
pungdes de cérebro de macacos cinomélogos juvenis seguindo
a dosagem EOW IT de rhASA a 1,8 mg/dose por 6 meses -
necrdpsia de recuperagdo.

Figura 30 ilustra a concentragdo exemplar de rhASA em
pungdes de cérebro de macacos cinomdlogos juvenis seguido
dosagem EOW IT de rhASA 6,0 mg/dose por 6 meses - necrdpsia
de recuperagio.

Figura 31 ilustra a concentragédo exemplar de rhASA em
puncdes de cérebroc de macacos cinomolgos juvenis seguindo
dosagem EOW IT de rhASA em 18,6 mg/dose por 6 meses -

necrdépsia de recuperagdo.
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Figura 32 ilustra a exemplar concentragdo de rhASA em
puncdes selecionadas da superficie do cérebro para
dispositivo de controle, veiculo, animais tratados com 1,8
mg, 6,0 mg e 18,6 mg, (masculino e feminino separado, dados
de controle de dispositivo sdo de necropsia de recuperagdo,
todos os outros dados de necropsia principal) .

Figura 33 ilustra a concentragdo exemplar de rhASA em
pungdes selecionados da &rea profunda cinzenta do cérebro
para dispositivo controle, veiculo, animais tratados com
1,8 mg, 6,0 mg e 18,6 mg, (masculino e feminino separado,
dados de controle de dispositivo s8o de necropsia de
recuperagdo, todog os outros dados de necropsia principal).

Figura 34 ilustra exemplar concentragdo de rhASA em
pungdes selecionadas da profunda &rea cinzenta do cérebro
para dispositivo controle, veiculo, animals tratados com
1,8 mg, 6,0 mg e 18,6 mg, (masculino e feminino separado,
dados de controle de dispositivo sdoc de necropsia de
recuperagdo, todos os outros dados de necropsia principal).

Figura 35 ilustra exemplar concentragdo de rhASA em
pungdes selecionados de védrias regiSes no dispositivo
controle, wveiculo, animais tratados com 1.8.mg, 6,0 mg e
18,6 mg, (macho e fémea combinado, controle de dispositivo
s3o de dados de necropsia de recuperagdo, todos os outros
dados de necropsia principal) .

Figura 36 ilustra a concentragdc exemplar de rhASA nas
segdes de medula espinhal de macacos Cynomolgus Jjuvenis
seguindo dosagem EOW IT por 6 meses - necroscopsia de
recuperagao,

Figura 37 ilustra a concentragdo exemplar de rhASA no

figado dos macacos Cynomolgus juvenis seguindo dosagem EOW
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IT por 6 meses - necroscopsia de recuperagdo a seguir.

Figura 38 ilustra exemplares localizagdes anatdmicas
de certas pungdes de cérebro.

Figura 39 ilustra exemplares localizagdes anatdmicas
de certas pungdes de cérebro.

Figura 40 ilustra exemplares localizagbes anatdmicas
de certas pun¢des de cérebro.

Figura 41 ilustra exemplares localizag¢des anatdmicas
de certas pungdes de cérebro.

Figura 42 ilustra exemplares localizagdes anatdmicas
de certas pungdes de cérebro.

Figura 43 ilustra exemplares localizag¢des anatdmicas
de certas pungdes de cérebro.

Figura  44A - G ilustram a concentragdo de
arilsulfatase A (rhASA) recombinante humana nas pungdes de
tecido extraidas dos tecidos do <cérebro de macacos
Cynomolgus adulto e juvenil administrado um veiculo, rhASA
de 1,8 mg ou 18,6 mg rhASA. Cada figura 44A-g corresponde a
uma regido de tecido cerebral retratada na figura 39.

Figura 45A e B ilustram a comparagdo exemplar das
concentracdes de recombinante humano arilsulfatase A
(rhASA) detectada na matéria branca profunda (figura 45A)
ou o cinzento profundo matéria (figura 45B) tecidos de
cérebro de macacos Cynomolgus adultos e juvenis que foram
intratecalmente (IT) ou intracerebroventricularmente (ICV)
administrados com rhASA.

Figura 46A ilustra concentra¢bes de rhASA detectadas
em varias puncgdes de tecidos obtidos de macacos cynomolgus
juvenis (<12 meses de idade) administrados com uma dose de

18,6 ou 1,8 mg de arilsulfatase A (rhASA) recombinante
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humano. Conforme ilustrado em ambas as figuras 40 A-B, a
concentracgdo de rhASA entregue aos tecidos estavam dentro,
ou caso contridrio excederam a concentragdo terapéutica
desejada de 2,5 mg/mg de proteina. As regifes anatdmicas do
tecido do cérebro que correspondem a cada um dos nimeros de
puncdes representadas na figura 46 A e figura 46 B sdo:
matéria  branca subcortical (1) ; matéria de Dbranca
periventricular e matéria branca profunda (2); matéria de
branca subcortical (3); matéria de branca subcortical (4);
capsula interna (5); nlcleo caudado de cépsula interna (6);
matéria branca profunda (7); matéria branca subcortical e
cortical (8); putd@men (9); matéria branca subcortical
temporal e do cdértex (10), massa cinzenta profunda (11),

massa cinzenta profunda (12), periventricular & subcortical

frontal (13); matéria branca subcortical, perifalxian
superficial de cértex (14); corpo caloso e matéria branca
pericalosal subcortical (15) ;profunda matéria  branca
subcortical (16); massa c¢inzenta profunda (17); massa
cinzenta profunda (18); matéria branca periventricular

(19); matéria branca profunda subcortical (20); hipocampo
(21); corpo caloso (22); matéria branca profunda (23);
matéria de branca subcortical, 1lébulo occipital (24); e
matéria branca cerebelar (25).

Figura 47A ilustra a drea de tecido de matéria branca
profunda, extraido de um macaco cynomolgus administrado IT
com 1,8 mg de rhASA. Figura 47B ilustra imunotingimento do
tecido matéria branca profunda e revela distribuigdo de
rhASA em células relevantes. Figura 47C ilustra que rhASA
administrado IT demonstrou co-localizagdo de organela no

tecido de matéria branca profunda do macaco cynomolgus € em
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particular nos lisossomos. Na Figura 47C, imunostingimento
de ASA é ilustrado na caixa superior esquerda.

Figura 48 compara a distribuicdo de arilsulfatase A
(rhASA)marcada com ***I usando varredura PET 24 horas apds
qualquer administragdoc IT ou ICV de tal rhASA marcado para
um macaco cynomolgus.

Figura 49 ilustra a distribuigdo de ASA marcado com
12471 imediatamente apds administragdo ICV para um macaco
cynomolgus e compara a distribuigfio de ASA marcado com *'I
administrado IT dentro de 2 a 5 horas. Como demonstrado,
administracdo IT distribuiu ASA ***I marcado para os mesmos
compartimentos iniciais (cisternae e coluna vertebral
proximal) como aquela para a administragdo ICV.

Figura 50 retrata exemplar administragdo ICV e IT em
um modelo do camundongo.

Figura 51 mostra um exemplar dispositivo de entrega de
droga intratecal (IDDD).

Figura 52 mostra um exemplar sistema de acesso
implantdvel intratecal de baixo perfil PORT-A-CATH®.

Figura 53 mostra um exemplar dispositivo de entrega de
droga intratecal (IDDD).

Figura 54 mostra um exemplar dispositivo de entrega de
droga intratecal (IDDD), que permite a administragdo
domiciliar para terapia de reposigdo enzimdtica (ERT) do
CNS.

Figura 55 1ilustra e diagrama exemplar de um
dispositivo intratecal de entrega de drogas (IDDD) com um
mecanigmo de fixacgdao.

Figura 56 mostra exemplares locais no corpo do

paciente onde pode ser colocado um IDDD; Figura 56B retrata
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varios componentes de um dispositivo de entrega de droga
intratecal (IDDD); e a figura 56 mostra uma exemplar
localizacdo de insercdoc no corpo de um paciente para
injegdo IT-lombar.

DEFINICOES

Para que a presente invengdo seja mais facilmente
compreendida, certos termos sdo primeiramente definidos
abaixo. Definic¢des adicionais para os seguintes termos e as
demais condicgdes estdo estabelecidas em toda a
especificagdo.

Aproximadamente ou cerca de: neste documento, o termo
"aproximadamente" ou "cerca de", quando aplicado a um ou
mais valores de interesse, se refere a um valor gue &
gsemelhante a wum valor de referéncia indicado. Em
determinadas modalidades, o termo "aproximadamente" ou
"cerca de" refere-se a um intervalo de valores que se
enguadram dentro de 25%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%,
13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%), 6%), 5%, 4%, 3%, 2%, 1%),
ou menos em qualguer diregdo (maior ou menor que) do valor
de referéncia declarado, salvo indica¢so em contrdrio ou
caso contrério evidente do contexto (exceto onde tal namero
excede 100% de um valor possivel).

Melhoria: como usado agui, o termo "melhoria" destina-
se a prevengdo, redugdo ou condigdo paliativa, ou melhoria
do estado de um objeto. Melhoria inclui, mas ndo exige a
completa recuperagdo ou prevengdo completa de uma condigdo
de doenca. Em algumas modalidades, melhora inclui niveis
crescentes de proteina relevante ou sua atividade que &
deficiente em tecidos da doenga em questdo.

Biologicamente ativos: como wusado aqui, a frase
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"biologicamente ativo" refere-se a uma caracteristica de
qualquer agente que tem a atividade em um sistema bioldgico
e particularmente em um organismo. Por exemplo, um agente
que, gquando administrado para um organismo, tem um efeito
biolégico nesgse organismo, €& considerado biologicamente
ativo. Em particulares modalidades, onde uma proteina ou um
polipeptideo & biologicamente ativo, uma porgdo da proteina
ou polipeptideo que compartilha pelo menos uma atividade
biolégica da proteina ou polipeptidec & normalmente
referida como uma porgdo "biologicamente ativa'.

Agente de volume: come usado aqui, o termo "agente de
volume" se refere a um composto gue se adiciona a massa a
mistura liofilizada e contribui para a estrutura fisica do
bolo liofilizado (por exemplo, facilita a produgdo de uma
torta liofilizada essencialmente uniforme, gque mantém uma
estrutura de poros abertos). Agentes de volume exemplares
incluem o manitol, glicina, cloreto de s6dio, hidroxietil
amido, lactose, sacarose, trealose, polietileno glicol e
dextran.

Receptor de manose-6-fosfato independente de cétion
(CI-MPR): como usado aqui, o termo "receptor de manose-6-
fosfato independente de c&tion (CI-MPR)" refere-se a um
receptor celular que liga etiquetas manose-6-fosfato (M6P)
nos precursores de hidrolase dcida no aparelho de Golgi que
s3o destinados ao transporte para a lisossoma. Além de
manose-6-fosfatos, a CI-MPR também se liga a outras
proteinas, incluindo IGF-II. O CI-MPR & também conhecido
como ‘"receptor M6P/IGF-II," ‘“"receptor CI-MPR/IGF-II",
"receptor IGF-II" ou '"receptor IGF2." Estes termos e

respectivas abreviaturas s8o usados aqui permutavelmente.



10

15

20

25

30

24/217

Terapia imunossupressora simultdnea: como usado aqui,
o termo ‘'terapia imunossupressora simultdnea" inclui
qualquer terapia imunossupressora usada como pré-
tratamento, pré-condicionamento ou em paralelo a um método
de tratamento.

Diluente: como usado aqui, o termo "diluente" refere-
se a um substincia diluente farmaceuticamente aceitavel
(por exemplo, segura e ndo téxico para a administragdo em
um ser humano) Gtil para a preparagdo de uma formulagdo
reconstituida. Diluentes exemplares incluem &gua estéril,
dgua bacteriostdtica para inje¢do (BWFI), uma solugdo de pH
tamponado (ex. fosfato salino), solugdo salina estéril,
golucdo de Ringer ou solugdo de dextrose.

Formas de dosagem: como usado aqui, os termos "forma
de dosagem" e "forma de dosagem unitaria" ge refere a uma
unidade fisicamente discreta de uma proteina terapéutica
para o paciente a ser tratado. Cada unidade contém uma
quantidade pré-determinada de material ativo calculado para
produzir o efeito terapéutico desejado. Serd compreendido,
no entanto, que a dosagem total da composigdo serd decidida
pelo médico dentro do escopo da aplicagdo do bom senso de
médico.

Terapia de reposigdo enzimdtica (ERT): como usado
aqui, o termo ‘"terapia de reposigdo enzimdtica (ERT)"
refere-se a qualquer estratégia terapéutica que corrige uma
deficiéncia enzimdtica, fornecendo a enzima ausente. Em
algumas modalidades, a enzima ausente € fornecida pela
administragdo intratecal. Em algumas modalidades, a enzima
ausente & fornecida através da infus8o na corrente

sanguinea. Uma vez administrados, enzima & retomada pelas
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células e transportada para o lisossomo, onde a enzima age
para eliminar o material acumulado em lisossomos devido &
deficiéncia da enzima. Normalmente, para terapia de
reposigdo enzimdtica dos lisossomos sexr eficaz, a enzima
terapéutica é entregue aos lisossomos em células adequadas
em tecidos-alvo onde o defeito de armazenamento &
manifesto.

Melhorar, aumentar ou reduzir: como usado aqui, os
termos "melhorar", "aumentar" ou "reduzir" ou equivalentes
gramaticais, indicam que s3o em relagdo a uma medida de
referéncia, como uma medida no mesmo individuo antes do
inicico do tratamento descrito neste documento, ou uma
wedida em um controle individual (ou de varios individuos
de controle) na auséncia de tratamento descrito neste
documento. Um "individuo de controle” & um individuo
afligido com a mesma forma de doenga de armazenamento
lisossomal como o individuo a ser tratado; gque & gquase da
mesma idade do individuo a ser tratado (a fim de assegurar
que os estagios da doenga no individuo tratado e no
individuo de controle sdo comparéveis).

Individuo, objeto, paciente: como wusado agui, os
termos " Individuo" " objeto " ou "paciente" se referirem a
um ser humano ou um objeto mamifero ndo-humano. O individuo
(também referido como "paciente" ou "objeto") sendo tratado
& um individuo (feto, bebé&, criancga, adolescente ou adulto
humano) que sofre de uma doenga.

Administracdo intratecal: come usado aqui, o termo
nadministracdo dintratecal" ou ‘'"injegdo intratecal" se
refere a uma injegdo dentro do canal espinhal (espago

intratecal ao redor da medula espinhal). Varias técnicas
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podem ser utilizadas, incluindo, sem limitagdo, injegdo
cerebroventricular lateral através de um orifico de
trepanagdo ou pungdo cisternal ou lombar ou coisa parecida.
Em algumas modalidades, ‘"administragdo intratecal” ou "
administragcdo intratecal " de acordo com a presente
invenc¢do refere-se a administragdo IT ou entrega via &rea
ou regifo lombar, ou seja, a administragdo ou a entrega IT
lombar. Como usado aqui, o termo " regiZo lombar " ou "&rea
lombar" se vrefere & 4&rea entre as terceira e quarta
vértebras da lombar (parte inferior das costas) e,
inclusive a regifio da coluna vertebral L2-S1.

Ligador: como usado aqui, o termo "ligador" refere-se
a, em uma proteina de fusdo, uma sequéncia de aminodcidos
diferente que aparece em uma posig¢do particular na proteina
natural e geralmente & projetada para ser flexivel ou
interpor uma estrutura, como um a-hélice, entre duas
metades de proteina. Um ligador também é referido como um
espagador.

Lioprotetor: como usado agui, o termo "lioprotetor"
refere-se a uma molécula que impede ou reduz a
instabilidade quimica e/ou fisica de uma proteina ou outra
substéncia apds a liofilizagdo e armazenamento subsequente,
Lioprotetores exemplares incluem aglcares como a sacarose
ou trealose; um aminodcido como glutamato monossddico ou
histidina; uma metilamina como betaina; um sal liotropico
come o sulfato de magnésio: um poliol como &lcoois
trihidricos ou superiores de aglcar, por exemplo,
glicerina, eritritol, glicerol, arabitol, xilitol, sorbitol
e manitol; propilenoglicol; polietilenoglicol; Pluronicos;

e suas combina¢des. Em algumas modalidades, um lioprotetor
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€ um ag¢lcar ndo redutor, tal como a trealose ou sacarose,

Enzima lisossomal: como usade aqui, o© termo "enzima
lisossomal" refere-szse a gualquer enzima gque €& capaz de
reduzir materiais acumulados em mamiferos lisossomos ou gue
pode resgatar ou melhorar um ou mais sintomas de doenga de
armazenamento lisossomal. Enzimas lisossomais apropriadas
para a invengdo incluem enzimas lisossomais tipo selvagem
ou modificadas e podem ger produzidas usando métodos
sintéticos e recombinantes ou purificadas a partir de
fontes de natureza. Exemplares enzimas lisossomais s&o
listadas na tabela 1.

Deficiéncia de enzima lisossomal: como usado aqui,
tdeficiéncia da enzima lisossomal " refere-se a um grupo de
doencgas genéticas que resultam da deficiéncia em pelo menos
uma das enzimas que s8o necessérias para dquebrar
macromoléculas (por exemplo, substrato de enzima) até
peptideos, aminodcidos, monossacarideos, &cidos nucléicos e
dcidos graxos em lisossomos. Como resultado, individuos que
gsofrem de deficiéncia enzimdtica lisossomal acumularam
materiais em vArios tecidos (por exemplo, CNS, figado,
bago, intestino, paredes dos vasos sanguineos e outros
érgdos) .

Doen¢a de armazenamento lisossomal: como usado agui, ©
termo "doenga de armazenamento liscssomal" refere-se a
gqualgquer doenga resultante da deficiéncia de uma ou mais
enzimas lisossomais necessgéarias para metabolizar
macromoléculas naturais. Estas doengas geralmente resultam
no actmulo de moléculas mndo degradadas em lisossomos,
resultando no aumento do nimero de grdnulos de

armazenamento (também denominados vesiculas de
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armazenamento). Estas doengas e varios exemplos séo
descritos mais detalhadamente abaixo.

Polipeptideo: como usado aqui, um "polipeptideo" em
geral & uma sequéncia de caracteres de pelo menos dois
aminodcidos ligados entre si por uma ligagdo peptidica. Em
algumas modalidades, um polipeptideo pode incluir pelo
menos 3-5 aminodcidos, cada um deles estd ligado em outros
por meio de pelo menos uma ligagdo peptidica. Agqueles de
versados na técnica apreciardo gue as vezes polipeptideos
incluem aminodcidos "ndo-naturais" ou outras entidades que,
no entanto, s3o capazes de integrar uma cadeia de
polipeptideo, opcionalmente.

Enzima de substituic¢do: como wusado agui, o termo
"enzima de substituicdo" se refere a uma enzima gque pode
agir para substituir pelo menos em parte a enzima
deficiente ou ausente em uma doenga a ser tratada. Em
algumas modalidades, o termo ‘"enzima de substituigdo"
refere-se a uma enzima que pode

agir para substituir pelo menos em parte, a enzima
lisoss8mica deficiente ou ausente em uma doenga de
armazenamento lisossomal a ser tratada. Em algumas
modalidades, uma enzima de substituigdo & capaz de reduzir
materiais acumulados em mamiferos lisossomos ou que pode
resgatar ou melhorar um ou mais sintomas de doenga de
armazenamento lisossomal. Enzimas de substituigdo
apropriadas para a invengdo incluem enzimas lisossomais
tipo selvagem ou modificadas e podem ser produzidas usando
métodos sintéticos e recombinantes ou purificado a partir
de fontes de natureza. Uma enzima de substituigdo pode ser

uma enzima recombinante sintética, gene ativado ou natural.
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Soltvel: como usado agui, o termo "sollvel" refere-se
4 capacidade de um agente terap@utico para formar uma
solucdo homogénea, Em algumas modalidades, a solubilidade
do agente terapéutico na solugdo em que €& administrado e
como ele & transportado para © local de destino da agdo
(por exemplo, as células e tecidos do cérebro) é suficiente
para permitir a entrega de uma quantidade terapeuticamente
eficaz do agente terapéutico para o local alvo da agédo.
Varios fatores podem afetar a solubilidade dos agentes
terapéuticos. Por exemplo, os fatores relevantes gue podem
afetar a solubilidade da proteina incluem forga idnica,
sequéncia de aminodcidos e a presenca de agentes ougoutros
saig co-solubilizantes (por exemplo, sais de cdlcio). Em
algumas modalidades, as composigdes farmacéuticas sdo
formuladas tal que sais de cédlcio sdo excluidos de tais
composigdes. Em algumas modalidades, agentes terapéuticos
em conformidade com a presente invengdoc s&o soltveis na sua
composig¢do farmacéutica correspondente. Serd apreciado que,
enguanto solugdes isotdnicas sdo geralmente preferidas para
drogas administradas por via parentérica, o uso de solugdes
isoténicas pode limitar solubilidade adequada para alguns
agentes terapéuticos e, em particular algumas proteinas
e/ou enzimas. Solugdes ligeiramente hipertdnicas (por
exemplo, até 175 mM de cloreto de sddio em 5 mM de fosfato
de sb6dio em pH 7.0) e solugdes contendo aglGcar (por
exemplo, até 2% de sacarose em 5 mM de fosfato de sddio em
pH 7.0) tem demonstrado ser bem toleradas em macacos. Por
exemplo, a composigdo mais comum aprovada em formulagdo de
bolus de CNS & a salina (NaCl 150 mM em &gua).

Estabilidade: como usado aqui, o termoc "estavel"
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refere-se & capacidade do agente terapéutico (por exemplo,
uma enzima recombinante) de manter a sua eficdcia
terap8utica (por exemplo, toda ou a maioria de sua
integridade biolégica e/ou fisico-quimicos pretendida da
atividade) por longos periodos de tempo. A estabilidade de
um agente terap8utico e a capacidade da composigdo
farmac@utica para manter a estabilidade de tal agente
terapéutico poderd ser avaliada durante longos periodos de
tempo (por exemplo, de pelo menos 1, 3, 6, 12, 18, 24, 30,
36 meses ou mais). Em geral, composigdes farmacéuticas aqui
descritas foram formuladas tal que sd8o capazes de
estabilizar, ou alternativamente retardar ou impedindo a
degradagdo de um ou mais agentes terapéuticos formulados
com isso (por exemplo, proteinas recombinantes). No
contexto de uma formulacdo uma formulagdo estavel & uma em
que o agente terapéutico mantém essencialmente sua
integridade fisica e/ou quimica e atividade biolégica no
armazenamento e durante os processos (como
congelamento/descongelamento, mistura mecénica e
liofilizac¢dc). Para a estabilidade da proteina, pode ser
medida pela formag8o de agregados de alto peso molecular
(HMW) , perda de atividade enzimética, gerag@o de fragmentos
de peptidec e a mudanga dos perfis de carga.

Objeto: neste documento, o© termo "objeto" representa
qualquer mamifero, incluindo os seres humanos. Em
determinadas modalidades da presente invengdo & um adulto,
um adolescente ou uma crianga. Também & prevista pela
presente invencgéo a administragdo de composicdes
farmacéuticas e/ou desempenho dos métodos de tratamento in-

utero.
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Homologia substancial: A frase "homologia substancial'
é usada neste documento para se referir a uma comparagdo
entre sequéncias de aminodcidos ou de &cidos nucleicos.
Como serd apreciado por aqueles de versados na técnica,
duas gequéncias sao geralmente consideradas
"gubstancialmente homélogas" se estas contiverem residuos
homélogos em posigdes correspondentes. Residuos homdlogos
podem ser residuos idénticos. Alternativamente, residuos
hombélogos podem ndo ser residuos idéntico adeguadamente com
estruturais e/ou caracteristicas funcionais semelhantes.
Por exemplo, como & sabido por aqueles de versados na
técnica, certos aminodcidos s8o normalmente classificados
como aminodcidos "hidrofdbicos" ou "hidrdfilos", e/ou como
tendo cadeias laterais ‘“polares" ou "ndo-polares". A
substituicdo de um aminodcido por outro do mesme tipo,
muitas vezes pode ser considerada uma substituigdo
"homéloga" .

Como & sabido, nesta técnica, gsequéncias de
aminodcidos ou de &cidos nucleicos podem ser comparadas
usando qualquer de uma variedade de algoritmos, incluindo
aqueles disponiveis em programas de computador comerciais
como BLASTN para sequéncias de nucleotideos e BLASTP,
gapped BLAST e PSI-BLAST para sequéncias de aminodcidos.
Exemplos de tais programas sdo descritos em 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., "Gapped BLAST e 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
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e Proteins, Wiley, 1998; e Misener, et al., (eds.),
Bioinformatics Methods e Protocols (Methods in Molecular
Biology, Vol. 132), Humana Press, 1999. Além de identificar
sequéncias homélogas, ©s programas mencionados acima
normalmente fornecem uma indicagdo do grau de homologia. Em
algumas modalidades, duas sequéncias sdo consideradas
gsubstancialmente homélogos se pelo menos 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%) ou mais de seus residuos correspondentes sao
homdlogos ao longo de um relevante trecho de residuos. Em
algumas modalidades, o trechc relevante & uma sequéncia
completa. Em algumas modalidades, o trecho relevante & de
pelo menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, %0, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250,
275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 ou mais
residuos.

Identidade substancial: A frase "identidade
substancial" & usada neste documento para se referir a uma
comparagdo entre sequéncias de aminodcidos ou de acidos
nucleicos. Como serd apreciado por aqueles de versados na
técnica, duas sequéncias sdo geralmente consideradas
"substancialmente idénticas" se contiverem residuos
idénticos em posigdes correspondentes. Como & bem conhecido
nesta arte, seguéncias de aminodcidos ou de é&cidos
nucleicos podem ser comparadas usando gqualquer de uma
variedade de algoritmos, incluindo aqueles disponiveis em
programas de computador comerciais como BLASTN para
sequéncias de nucleotideos e BLASTP, gapped BLAST e PSI-
BLAST para sequéncias de aminodcidos. Exemplos de tais

programas sdo descritos em Altschul, et al., Basic local
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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 e Proteins, Wiley, 1998; e Misener, et al., (eds.),
Bioinformatics Methods e Protocols (Methods in Molecular
Biology, Vol. 132), Humana Pregs, 1999. Além de identificar
sequéncias idénticas, os programas mencionados acima
normalmente fornecem uma indicagdo do grau de identidade.
Em algumas modalidades, duas sequéncias sdo consideradas
substancialmente idénticas, se pelo menos 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% ou mais de seus residuos correspondentes sdo
idénticos ao longo de um trecho relevante de residuos. Em
algumas modalidades, o trecho relevante & uma sequéncia
completa. Em algumas modalidades, © trecho relevante &€ de
pelo 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 ou mais
residuos.

CSF sintético: como usado aqui, o termo "CSF
sintético" refere-se a uma solucdo que tem pH, composigéo
de eletrdlitos, glicose e osmalaridade consistente com o©
ligquido cefalorraquidiano. CSF sintético & também referido
como CSF artificial. Em algumas modalidades, CSF sintético
é uma solugdo B de Elliott.

Apropriado para entrega no CNS: como usado aqui, a
frase "apropriado para entrega no CNS" ou "apropriado para
entrega intratecal" no gque se refere a composigdes

farmacéuticas da presente invencdo geralmente refere-se as
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propriedades de solubilidade, tolerabilidade e estabilidade
de tais composigdes, bem como a capacidade de tais
composi¢Bes para entregar uma quantidade eficaz do agente
terapéutico contida nelas no local alvo de entrega (por
exemplo, o CSF ou o cérebro) .

Tecidos-alvo: como usado aqui, © termo "tecido-alve"
refere-se a todo o tecido que & afetado pela doenga de
armazenamento lisossomal a ser tratada ou qualquer tecido
em que a enzima lisossdmica normalmente expressa &
deficiente. Em algumas modalidades, os tecidos-alvo incluem
os tecidos em gque ha uma guantidade detectédvel ou
anormalmente alta de substrato, por exemplo armazenados nos
ligossomos celulares do tecido, nos pacientes que sofrem de
ou suscetiveis & doenga de armazenamento lisossomal. Em
algumas modalidades, os tecidos-alvo incluem aqueles
tecidos que exibem patologia associada a doenga, sintoma ou
recurso. Em algumas modalidades, os tecidos-alvo incluem os
tecidos em gue a enzima lisossdmica normalmente expressa &
deficiente em um nivel elevado. Como usado agui, um tecido
alvo pode ser um tecido-alve do cérebro, um tecido-alvo
medular e/ou um tecido-alvo periférico. Tecidos-alvo
exemplar sfo descritos em detalhes abaixo.

Parte ativa terapéutic:a como usado aqui, o termo
"parte ativa terapéutica" refere-se a uma parte de uma
molécula, que torna o efeito terapéutico da molécula. Em
algumas modalidades, uma parte ativa terapéutica & um
polipeptideo com atividade terapé&utica.

Quantidade terapeuticamente eficaz: como usado aqui, o
termo "quantidade terapeuticamente eficaz" refere-se a uma

quantidade de uma proteina terapéutica (por exemplo, enzima
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de substituigdo), que confere um efeito terapéutico sobre o
objeto tratado, em uma razodvel relagdo de risco/beneficio,
aplicavel a qualquer tratamento médico. o] efeito
terapéutico pode ser objetivo (isto &, mensuravel por algum
teste ou marcador) ou subjetivo (ou seja, objeto da uma
indicagdo da ou sente um efeito). Em particular, a
"quantidade terapeuticamente eficaz" refere-se a uma
quantidade de uma proteina terapéutica ou composigdo eficaz
tratar, amenizar ou prevenir uma doenga desejada ou
condigdo, ou apresenta um efeito terapéutico ou preventivo
detectdvel, tal como por melhorar os sintomas associados
com a doenga, prevenir ou retardar o aparecimento da
doencga, e/ou também diminuir a severidade ou a frequéncia
dos sintomas da doenga. Uma gquantidade terapeuticamente
eficaz & geralmente administrada em um regime de dosagem
que pode compreender varias unidade de dose. Para qualquer
proteina terapéutica egspecifica, uma quantidade
terapeuticamente eficaz (e/ou uma apropriada unidade de
dose dentro de um regime de dosagem eficaz) pode variar,
por exemplo, dependendo da via de administragdo, em
combinagdo com outros agentes farmacéuticos. Além disso, a
quantidade terapeuticamente eficaz especifica (e/ou dose
unitdria) para qualquer paciente particular pode depender
uma variedade de fatores, incluindo o distlGrbio a ser
tratado e a gravidade da doenga; a atividade do especifico
agente farmacéutico empregado; a especifica composigdo
utilizada; a idade, peso corporal, safide geral, sexo e
dieta do paciente; o tempo de administragdo, via de
administragdo, e/ou taxa de excregdo ou metabolismo da

proteina de fusdo especifica empregado; a duragdo do
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tratamento; e semelhantes fatores como &€ bem conhecido nas
técnicas médicas.

Tolerdvel: como usado aqui, o termos '"toleravel" e
"tolerdncia" referem-se a capacidade das composigdes
farmacéuticas da presente invengdo de ndo provocar uma
reagio adversa no objeto para gquem tal composigdo &
administrada, ou, alternativamente, nfo para provocar uma
reacdo adversa grave no objeto a quem tal composigdo €
administrada. Em algumas modalidades, as composigdes
farmacéuticas da presente invengdo sdo bem toleradas pelo
objeto para gquem tais composig¢des & administrada.

Tratamento: como usado agqui, o termo "tratamento"
(também "tratar" ou ‘“"tratando") refere-se a qualguer
administragio de uma proteina terapéutica (por exemplo,
enzima lisossomal) gque parcialmente ou completamente
alivia, melhora, alivia, inibe, atrasa o inicio de, e reduz
a severidade da / reduz a incidéncia de um ou mais sintomas
ou daracteristicas de uma determinada doenga, transtorno,
e/ou condigdo (por exemplo, sindrome de Hunters, sindrome
de Sanfilippo B) . Esse tratamento pode ser de um objeto que
nido apresenta sinais da doenga em questdo, desordem e/ou
condigio e/ou de um objeto que exibe apenas os primeiros
sinais da doenga, transtorno, e/ou condigdo. Em alternativa
ou adicionalmente, esse tratamento pode ser de um sujeito
que apresenta um ou mais sinais estabelecidas da doenga,
desordem e/ou condigdo em questdo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invengdo fornece, entre outras coisas,
métodos melhorados e composigdes para a efetiva entrega

direta de um agente terapéutico para o sistema nervoso
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central (CNS). Como discutido acima, a presente invengdo
baseia-se mna descoberta inesperada gque uma enzima de
substituicdo (por exemplo, uma proteina ASA) para uma
doenga de armazenamento de lisososmal (por exemplo, Doenga
de Leucodistrofia Metacromatica) pode ser introduzida
diretamente no liquido cefalorraquidiane (CSF) de um
individuo que necessita de tratamento em uma concentragdo
elevada, sem induzir graves repercussdes no individuo. Mais
surpreendentemente, os presentes inventores descobriram gue
a enzima de substituicdo pode ser entregue em uma simples
solugdo salina ou formulagdo tamponada, sem usar o CSF
gintético. Ainda mais inesperadamente, a entrega de
intratecal de acordo com a presente invengdo ndo resulta em
substanciais efeitos adversos, tals como severa resposta
imune no objeto. Portanto, em algumas modalidades, a
entrega intratecal de acordo com a presente invengdo pode
ger utilizada na auséncia de terapia imunossupressora
gimultinea (por exemplo, sem a indugdo de toleréncia
imunoldgica por pré-tratamento ou pré-condicionamento) .

Em algumas modalidades, entrega de intratecal de
acordo com a presente invengdo permite difusdo eficiente em
varios tecidos de cérebro, resultando na efetiva ehtreéa da
enzima substituic¢do em varios tecidos de cérebro do alvo em
regides da superficie ou profunda do cérebro. Em algumas
modalidades, entrega de intratecal de acordo com a presente
invencdo resultou em gquantidade suficiente de enzimas de
substitui¢do entrando na circulagdo periférica. Como
resultado, em alguns casos, entrega intratecal de acordo
com a presente invengdo resultou na entrega da enzima

substituicdo em tecidos periféricos, tais como figado,
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tingimento, bago e rins. Esta descoberta é inesperada e
pode ser particularmente Util para © tratamento de doengas
por armazenamento dos lisossomos com CNS e componentes
periféricos, o gque normalmente exigiria administragdo
intratecal regular e administragédo intravenosa. E
contemplado que a entrega intratecal de acordo com a
presente inveng¢dio pode permitir redugdo da dosagem e/ou
frequéncia de injegdo IV sem comprometer os efeitos
terapéuticos no tratamento de sintomas periféricos.

A presente invengdo fornece varios recursos
inesperados e benéficos que permitem a entrega eficiente e
conveniente de enzimas de substituig8o para vadrios tecidos-
alvo do cérebro, resultando em um tratamento eficaz de
doencas que tém indicagdes de CNS.

Varios aspectos da invengdo sdoc descritos em detalhes
nas secdes a seguir. O uso de segdes ndo pretende limitar a
invengsio. Cada segdo pode seaplicar a gqualquer aspecto da
invencdo. Nesta aplicag8o, o uso de "ou" significa "e/ou"
salvo disposigdo em contrario.

Proteinas terapéuticas

Em algumas modalidades, métodos inventivos e
composigdes fornecidas pela presente invengdo sdo usadas
para entregar uma proteina arilsulfatase A (ASA) ao CNS
para tratamento da Doenga de Leucodistrofia Metacromatica.
Uma proteina ASA apropriada pode ser qualquer molécula ou
uma parte de uma molécula que pode substituir para que
ocorra naturalmente atividade de proteinma arilsulfatase A
(ASA) ou resgate um ou mals fendtipos ou sintomas
associados com deficiéneia de ASA. Em algumas modalidades,

uma enzima de substituig¢do apropriada para a invengdo & um
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polipeptideoc tendo um N-terminal e um C-terminal e uma
sequéncia de aminodcidos idéntica ou substancialmente
similar para amadurecer a proteina ASA humana.

Normalmente, ASA humana é& produzida como uma molécula
precursora que €& processada de uma forma madura. Este
processo geralmente ocorre através da remogdo do peptideo
de sinal de 18 aminodcidos. Normalmente, a £forma de
precursor € também referida como precursor completo ou
proteina ASA completa, que contém 507 aminodcidos. Os N-
terminal de 18 aminodcidos sdo clivados, resultando em uma
forma madura que & de 489 aminodcidos de comprimento.
Assim, estd previsto que o N-terminal de 18 aminodcidos
geralmente ndo & necessdrio para a atividade da proteina
ASA. As sequéncias de aminodcidos de forma madura (SEQ ID
n°: 1) e precursor completos (SEQ ID n°: 2) de um tipic
tipo selvagem ou proteina ASA humana que ocorrem
naturalmente sdo mostrados na tabela 1.

TABELA 1. Arilsulfatase A Humana

Forma Madura | RPPNIVLIFADDLGYGDLGCYGHPSSTTPNLDQLAAGGLRFTDF
YVPVSLCTESRAALLTGRLPVRMGMYPGVLVPSSRGGLPLEEVT
VAEVLAARGILTGMAGKWHLGVGPEGAFLPPHQGFHRFLGIPYS
HDQGPCONLTCFPPATPCDGGCDQGLVPIPLLANLSVEAQPPWL
PGLEARYMAFAHDLMADAQRQDRPFFLYYASHHTHYPQFSGQSF
AERSGRGPFGDSLMELDAAVGTLMTAIGDLGLLEETLVIFTADN
GPETMRMSRGGCSCLLRCGKGTTYEGGVREPALAFWPGHIAPGV
THELASSLDLLPTLAALAGAPLPNVTLDGFDLSPLLLGTGKSPR
QSLFFYPSYPDEVRGVFAVRTGKYKAHFFTQGSAHSDTTADPAC
HASSSLTAHEPPLLYDLSKDPGENYNLLGGVAGATPEVLQALKQ
LOLLKAQLDAAVTFGPSQVARGEDPALQICCHPGCTPRPACCHC
PDPHA (SEQ ID NO:1)

Precursor MGAPRSLLLALAAGLAVARPPNIVLIFADDLGYGDLGCYGHPSS
completo TTPNLDQLAAGGLRFTDFYVPVSLCTPSRAALLTGRLPVRMGMY
PGVLVPSSRGGLPLEEVTVAEVLAARGILTGMAGKWHLGVGPEG
AFLPPHQGFHRFLGIPYSHDQGPCONLTCFPPATPCDGGCDQGL
VPIPLLANLSVEAQPPWLPGLEARYMAFAHDLMADAQRQDRPFF
LYYASHHTHYPQFSGQSFAERSGRGPFGDSLMELDAAVGTLMTA
IGDLGLLEETLVIFTADNGPETMRMSRGGCSGLLRCGKGTTYEG
GVREPALAFWPGHIAPGVTHELASSLDLLPTLAALAGAPLPNVT
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LDGFDLSPLLLGTGKSPRQSLFFYPSYPDEVRGVFAVRTGKYKA
HFFTQGSAHSDTTADPACHASSSLTAHEPPLLYDLSKDPGENYN
LLGGVAGATPEVLQALKQLQLLKAQLDAAVTFGPSQVARGEDPA
LOICCHPGCTPRPACCHCPDPHA (SEQ ID NO:2)

Assim, em algumas modalidades, uma fragdo terapéutica
adequada para a presente invengdo €& proteina ASA humana
madura (SEQ ID n°: 1). em algumas modalidades, um fragédo
terapéutica adequado pode ser um homélogo ou um andlogo da
proteina ASA humana madura. Por exemplo, um homdlogo ou um
andlogo da proteina ASA humana madura pode ser uma proteina
ASA madura humana modificada contendo uma ou mais
substituigdes, delegdes ou inser¢des de aminodcidos em
compara¢do a uma proteina ASA tipo selvagem ou que ocorrem
naturalmente (por exemplo, SEQ ID N°: 1), mantendo
substancial atividade de proteina ASA. Assim, em algumas
modalidades, uma fragdo terapéutica adequada para a
presente invengdo €& substancialmente homéloga para
amadurecer a proteina ASA humana (SEQ ID n°: 1). Em algumas
modalidades, uma fragdo terapéutica adequada para a
presente invengdo tem um série de aminodcidos pelo menos
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 920%, 91%, 92%, 923%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais hombélogas para SEQ ID’
N°: 1. Em algumas modalidades, uma fragdo terapéutica
adequada para a presente invengdo €& substancialmente
idéntica a proteina ASA humana madura (SEQ ID n°: 1). Em
algumas modalidades, uma fragdo terapéutica adequada para a
presente invencdo tem uma sequéncia de aminodcido pelo
menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais idéntica
para SEQ ID n°: 1. Em algumas modalidades, uma fragido
terapéutica adequada para a presente invengdo contém um

fragmento ou uma porgdc de proteina ASA humana madura.
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Alternativamente, uma enzima de substituigdo adequada
para a presente invengdo €& proteina ASA completa. Em
algumas modalidades, uma enzima substituta adequada pode
ser um homdélogo ou um andlogo da proteina ASA humana
completa. Por exemplo, um homdlogo ou um andloge da
proteina ASA humana completa pode ser uma proteina ASA
completa humana modificada contendo uma ou mais
substituicdes, delegdes ou insergdes de aminoacidos em
comparagdo a uma tipo selvagem ou que ocorre naturalmente
completos no ASA proteina (por exemplo, SEQ ID n°: 2),
mantendo substancial atividade de proteina ASA. Por isso,
algumas modalidades, uma enzima de substituigdo éﬂequada
para a presente invengdo €& substancialmente homéloga a
proteina ASA humana completa (SEQ ID n°: 2). Em algumas
modalidades, uma enzima de substituigdo adequada para a
presente inven¢do tem uma série de aminodcidos pelo menos
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 9;%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais homdlogas ao SEQ ID
n°: 2. Em algumas modalidades, uma enzima de substituigdo
adequada para a presente invengdo €& substancialmente
idéntica aoc SEQ ID n°: 2. Em algumas modalidades, uma
enzima de substituigdo adequada para a presente invengédo
tem uma série de amiinocdcidos de pelo menos 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% ou mais idénticos ao SEQ ID n°: 2. Em algumas
modalidades, uma enzima de substituigdc adequada para a
presente invengdo contém um fragmento ou uma porgdo de
proteina ASA humana completa. Como usado agqui, uma proteina

ASA completa normalmente contém a sequéncia de peptideo de

sinal.
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Em algumas modalidades, uma proteina terapéutica
inclui uma fragdo de direcionamento (por exemplo, um
lisossoma visando a sequéncia) e/ou um peptideo penetrante
em membrana. Em algumas modalidades, uma seguéncia de
direcionamento e/ou um peptideo penetrante em membrana &
uma parte intrinseca do grupo terapé@utico (por exemplo,
através de uma ligag¢fo quimica, através de uma proteina de
fusido) . Em algumas modalidades, uma gequéncia de
direcionamento conté&m um agrupamento de manose-6-fosfato.
Em algumas wmodalidades, uma sequéncia de direcionamento
contém uma frac¢do IGF-I. Em algumas modalidades, uma
sequéncia de direcionamento contém um fracéo IGF-II.

OQutras doengas de armazenamento dos lisossomos e
enzimas de substituigdo

E contemplado que métodos inventivos e composigdes de
acordo com a presente invengdo podem ser usados para tratar
outras doengas, em especial aquelas doengas com etiologia
e/ou sintomas do CNS, incluindo, mas s8o ndo limitado a,
agpartilglucosaminuria, doencga do armazenamento de
colesterol éster, doenga de Wolman, cistinose, doenga de
Danon, doenga de Fabry, Farber lipogranulomatose, doenga de
Farber, fucosidose, galactosialidose tipos I/II, Doenga de
gaucher  tipos I/II/IIT, Leucodistrofia de células
Globbéides, doenga de Krabbe, doenga do armazenamento de
glicogénio II, doenga de Pompe, Gangliosidose GM1 tipos
I/II/III, Gangliosidose GM2 tipo I, doenga de Tay-Sachs,
Gangliosidose GM2 tipo II, doenga de Sandhoff, GM2-
Gangliogidose, a-mannosidose tipo I/II, beta-mannosidose,
Leucodistrofia metacromatica, mucolipidose tipo I,

sialidose tipos I/II, mucolipidosis II/III, doenga de



10

15

20

43/217

células-I, mucolipidosis tipo IIIC, polidistrofia pseudo-
Hurler, mucopoligsacaridose tipo I, mucopolissacaridose
tipo II, mucopolissacaridose tipo III A, sindrome de
Sanfilippo, mucopolissacaridose tipo IIIB,
mucopolissacaridose tipo IIIC, mucopolissacaridose tipo
IIID, mucopolissacaridose tipo IVA, sindrome de Morquio,
mucopolissacaridose tipo IVB, mucopolissacaridose tipo VI,
mucopolissacaridose tipo VII, gindrome de Sly,
mucopolissacaridose tipo IX, maltipla deficiéncia de
sulfatase, lipofuscinose ceroide neuronal, doenga de Batten
CLN1, doenga de Batten CLN2, doenga de Niemann-Pick tipos
A/B, doenga de Niemann-Pick tipo C1, doenga de Niemann-Pick
tipo €2, picnodisostose, doenga de Schindler tipos I/II,
doenga de Gaucher e doenga do armazenamento de &acido
sidlico.

Uma revisio detalhada da etiologia genética,
manifesta¢des c¢linicas e biologia molecular das doengas
lisossémico & detalhada em Scriver et al., eds., The
Metabolic e Molecular Basis of Inherited Doenga, 7.sup.th
Ed., Vol. II, McGraw Hill, (1995). Assim, as deficientes
enzimas nas doencas acima sdo conhecidas por aqueles
versados na técnica, alguns destes sdo exemplificadas na

tabela 2 abaixo:

TABELA 2
Nome da doenga Deficiencia da Substancia
enzima armazenada
Doenga Pompe Acid-al, 4- Glicogenio o, 6 1-4
Glucosidase ligada
Oligosaccharides
GM1 Gangliodsidosis | B-Galactosidase GM; Gangliosides
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Tay-Sachs Doenga

p-Hexosaminidase A

' GM, Ganglioside

GM2 Gangliosidosis:

AB Variant

GM; Activator

Protein

GM, Ganglioside

Sandhoff Doenga

p-Hexosaminidase

GM; Ganglioside

A&B
Fabry Doenga a-Galactosidase A Globosides
Gaucher Doenga Glucocerebrogidase | Glucosilceramide
Leucodistrofia Arilsulfatase A Sulphatides
Metacromatica
Krabbe Doenga Galactosilceramidas | Galactocerebrosi
e de
Niemann Pick, Types |Acido Sphingomyelin
A & B Sphingomyelinase
Niemann-Pick, Tipo | Cholesterol Sphingomyelin
C Esterification
Defect
Niemann-Pick, Tipo |Desconhecido Sphingomyelin
D
Farber Doenca Acido Ceramidase Ceramide
Wolman Doenga Acido Lipase Cholesteril
Esters
Hurler Sindrome a-L-Iduronidase Heparan &
(MPS TH) Dermatan
Sulfatos

Scheie Sindrome

(MPS IS)

a-L-Iduronidase

Heparan &
Dermatan,

Sulfatos

Hurler-Scheie

(MPS IH/S)

a-L-Tduronidase

Heparan &
Dermatan

Sulfatos
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Hunter Sindrome

Iduronate Sulfatase

Heparan &

(MPS II) Dermatan
Sulfatos

Sanfilippo A Heparan N-Sulfatase | Heparan

(MPS IIIA) Sulfato

Sanfilippo B a-N- Heparan

(MPS IIIB) Acetilglucosaminida | Sulfato

se
Sanfilippo C Acetil-CoA- Heparan
(MPS IIIC) Glucosaminide Sulfato
Acetiltransferase

Sanfilippo D N-Acetilglucosamine | Heparan

(MPS IIID) -6-Sulfatase Sulfato

Morguioc B p-Galactosidase Keratan

(MPS IVB) Sulfato

Maroteaux-Lamy Arilsulfatase B Dermatan

(MPS VI) Sulfato

Sly Sindrome B-Glucuronidase

(MPS VII)

a -Mannosidosis a - Mannosidase Mannose/
Oligosaccharides

B -Mannosidosis p-Mannosidase Mannose/
Oligosaccharides

Fucosidosis a -L-Fucosidase Fucosil
Oligosaccharides

Agpartilglucosaminu | N-Aspartil- B - Aspartilglucosam

ria Glucosaminidase ine
Asparagines

Sialidosis a -Neuraminidase Sialiloligosacch

(Mucolipidosis I) arides
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Galactosgialidosis

(Goldberg Sindrome)

Lysosomal
Protective Protein

Deficiency

Sialiloligosacch

arides

Schindler a -N-Acetil-
Doenga Galactosaminidase
Mucolipidosis |N-Acetilgluccosamine-1- Heparan Sulfato
IT (I-Cell Phosphotransferase
Doenga)
Mucolipidosis Same as ML II

IITI (Pseudo-

Hurler
Polydystrophy)
Cystinosis cistina Proteina de Livre cistina
transporte
Salla Doenga Acido Sialico Proteina Livre Acido
de transporte Sialico e
Acido
glucoronico
Infantile Acido Sialico Proteina Livre Acido

Acido sialico

de transporte

Sialico e

Storage Doenga Acido
glucoronico

Infantile Palmitoil-Protein Lipofuscins

Neuronal Thiocesterase

Ceroid

Lipofuscinosis

Mucolipidosis |Desconhecido Gangliosides &

v Acido

hialuronico
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Prosaposina Saposinas A, B, C oxr D

Métodos inventivos de acordo com a presente invengdo
podem ser usados para entregar vdrias outras enzimas de
substituicdo. Como usado aqui, enzimas de substituicgdo
adeguadas para a presente invengdo podem incluir qualquer
enzima que pode agir para substituir a atividade pelo menos
parcial da enzima lisossdmica deficiente ou ausente em uma
doenga de armazenamento lisossomal a ser tratada. Em
algumas modalidades, uma enzima de substituigdo & capaz de
reduzir a substéncia acumulada nos lisossomos ou que pode

resgatar ou melhorar um ou mais sintomas de doenga de

b
#*
armazenamento lisossomal.

Em algumas mwmodalidades, uma enzima de subsgtituto
adeguado pode ser qualquer enzima lisossomal conhecida para
ser associado com a doenca de armazenamento lisossomal a

gser tratada. Em algumas modalidades, uma enzima de

k3
substituto adequado é uma enzima selecionada da- enzima

listada na tabela 2 acima.

Em algumas modalidades, uma enzima de substituigdo
apropriada para a invengdo pode ter uma sequéncia do tipo
selvagem ou natural. Em algumas modalidades, uma enzima de
substituigdo apropriada para a invengdo pode ter uma
sequéncia modificada, tendo significativa homologia ou
idéntica a sequéncia do tipo selvagem ou Jue ocorre
naturalmente (por exemplo, ter pelo menos 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% idéntica a sequéncia
para a sequéncia do tipo selvagem ou que ocorre
naturalmente) .

Uma enzima de substituigdo apropriada para a presente

invencdo pode ser produzida por qualquer meio disponivel.
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Por exemplo, enzimas de substitui¢do recombinantes podem
ser produzidas utilizando um sistema de célula hospedeira
projetada para expressar uma enzima de substituigdo
codificando dcidos nucleicos. Em alternativa ou
adicionalmente, enzimas de substituigdo podem ser
produzidas pela ativagdo de genes enddgenos. Em alternativa
ou adicionalmente, enzimas de substituig¢dc podem ser
parcialmente ou totalmente preparadas por sintese quimica.
Em alternativa ou adicionalmente, enzimas de substituigédo
também podem ser purificadas de fontes naturais.

Onde enzimas recombinantes s&o produzidas, qualquer
sistema de expressdo pode ser usado.

Para citar apenas alguns exemplos, sistemas de
expressio conhecidos incluem, por exemplo, ovo,
baculovirus, planta, fungos ou células de mamiferos.

Em algumas modalidades, as enzimas adequadas para a
presente invengdo sdo produzidas em células de mamiferos.
Exemplos sem limitagdo de células de mamiferos gque podem
ser utilizadas em conformidade com a presente invengdo
incluem linhagem de mieloma de camundongo BALB/c (NSO/1,
ECACC n°: 85110503); <retinoblastos humanos (PER.C6,
CruCell, Leiden, Paises Baixos); linhagem CV1 de rim de
macaco transformada pelo 8SvV40 (COS-7, ATCC CRL 1651);
linhagem de rim embriondrio humano (293 ou 293 células ou
subclonadas para o crescimento em cultura de suspensdo,
Graham et al, J. Gen Virol., 36:59, 1977); linhagem celular
de Fibrossarcoma humana (por exemplo, HT1080); células de
rim de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10); Células de ovéario
de hamster chinés +/-DHFR (CHO, Urlaub e Chasin, Proc.

Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216, 1980); células Sertoli de
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camundongo (TM4, Mather, Biol Reprod., 23:243-251, 1980);
células de rim de macaco (CV1l ATCC CCL 70); Células de rim
de macaco africano verde (VERO-76, ATCC CRL-1 587) ;células
de carcinoma cervical humano (Hela, ATCC CCL 2); células de
rim canino (MDCK, ATCC CCL 34); células do figado de
camundongo btGfalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de
pulmdo humano (W138, ATCC CCL 75); células do figado humano
(Hep G2, HB 8065); tumor mamdrio de camundongo (MMT 060562,
ATCC CCL51); Células TRI (Mather et al, Annals N.Y. acad.
Sci., 383:44-68, 1982); células MRC 5; cé&lulas FS54; e
linhagem de hepatoma humano (Hep G2).

Em algumas modalidades, métodos inventivos de acordo
com a presente invengdo sdo usados para fornecer enzimas de
substitui¢fo, produzidas a partir de células humanas.
Algumas modalidades, métodos inventivos de acordo com a
presente invengdo s8o usados para fornecer enzimas de
substituigdo, produzidas a partir de células CHO.

Em algumas modalidades, enzimas de substituigdo
entregues usando um método de invengdo contém um grupo que
se liga a um receptor na supefficie das células do cérebro
para facilitar a captagdo celular e/ou o direcionamento dos
lisossomos. Por exemplo, um receptor de tal pode ser o
receptor de manose-6-fosfato independente de cation (CI-
MPR) que se liga nos residuos de (M6P)-manose-6-fosfato.
Além disso, o CI-MPR vincula também outras proteinas,
incluindo IGF-II. Em algumas modalidades, uma enzima de
substituicdo adequada para a presente invengdo contém
residuos M6P mna superficie da proteina. Em algumas
modalidades, uma enzima de substituigdo adequada para a

presente invengdo pode conter oligossacarideos Dbis-
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fosforiladog, que tém maior afinidade de ligagdo para o CI-
MPR. Em algumas modalidades, uma enzima adequada contém até
uma média de cexrca de pelo menos 20% de oligossacarideos
bis-fosforilados por enzima. Em outras modalidades, uma
enzima adequada pode conter sobre 10%, 15%, 18%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60% de oligossacarideos bis-
fosforilados por enzima. Enquanto tais oligossacarideos
bis-fogforilados podem estar naturalmente presentes na
enzima, refere-se gue as enzimas podem ser modificadas para
possuir tais oligossacarideos. Por exemplo, enzimas de
substituicdo adequadas podem ser modificadas por certas
enzimas capazes de catalisar a transferéncia de N-
acetilglicosamina-L-fosfato de UDP-GlcNAc para a posigdo 6°
de mannoses a-1,2-ligadas em enzimas lisossomais. Mé&todos e
composi¢des para produzir e usar tais enzimas sdo descritos
por, por exemplo, Canfield et al. em U.S. Pat. N °
6.537.785 € U.S. Pat. N. ° 6.534.300, cada uma incorporada
no presente por referéncia.

Em algumas modalidades, enzimas de substituigdo para
uso na presente invengdo podem ser conjugadas ou fundidas a
um agrupamento de direcionamente dos lisossomos capaz de
ligagdo com um receptor na superficie das c¢élulas do
cérebro. Uma fragdo de direcionamento dos lisossomos
apropriada pode ser IGF-I, IGF-II, RAP, p97 e variantes,
homélogos ou fragmentos deles (por exemplo, incluindo
aqueles peptideos tendo uma sequéncia pelo menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90% ou 95% idéntica a uma sequéncia do peptideo
IGF-I, IGF-II, RAP, p97 tipo selvagem maduro humano) .

Em algumas modalidades, enzimas de substituigdo

adequadas para a presente invengdo ndo foram modificadas
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para mwmelhorar a entrega ou transporte desses agentes
através de BBB e no CNS.

Em algumas modalidades, uma proteina terapéutica
inclui wuma fragdo de direcionamento (por exemplo, um
lisossoma visando a sequéncia) e/ou um peptideo penetrante
em membrana. Em algumas modalidades, uma sequéncia de
direcionamento e/ou de um peptideo penetrante em membrana é
uma parte intrinseca do grupo terapéutico (por exemplo,
através de uma ligagdo quimica, através de uma proteina de
fusdo) . Em algumas modalidades, uma  sequénecia de
direcionamento contém um agrupamento de manose-6-fosfato.
Em algumas modalidades, wuma sequéncia de direcionamento
conté&m uma fragfo IGF-I. Em algumas modalidades, uma
sequéncia de direcionamento contém uma fragdo IGF-II.

Formulagdes

Solugdes aquosas de farmacéuticas e composigdes (ou
seja, formulagdes) que sdo tradicionalmente usadas para
entregar agentes terapéuticos para CNS de uma objeto
incluindo uma solugdo isotdnica salina ndo tamponada e a
solugdio B de Elliott, que & CSF artificial. Uma comparagdo
mostrando as composigles de CSF em relagdo & solugdo B de
Elliott €& incluida na tabela 3 abaixo. Como mostrado na
Tabela 3, a concentragdo da solugdo B de Elliot é
egtreitamente paralela a de CSF. A solugdo B de Elliott, no
entanto, contém uma baixissima concentragdoc de tampdc e
consequentemente ndoc pode fornecer a capacidade de tampdo
adequada necesséria para estabilizar os agentes
terapéuticos (por exemplo, proteinas), especialmente
durante longos periodos de tempo (por exemplo, durante

condicBes de armazenamento). Além disso, solugdo B de



10

15

20

25

30

52/217

Elliott contém alguns sais que podem ser incompativeis com
as formulagdes que pretende entregar alguns agentes
terapéuticos e em particulares proteinas ou enzimas. Por
exemplo, os sais de cédlcio presentes na solugdo B de
Elliott sd3o capazes de mediar a precipitagdo de proteinas e

diminuindo assim a estabilidade da formulagio.

TABELA 3
Solugéo | Na© X ca™ | Mg” HCO3™ | C1° pH Fésfo | Glicose
mEq/L mEg | mEq/L | mEq/L | mEq/L | mEq/L ro ng/L
/L mg/L
CSF 117 2.3 | 2.2 2.2 22,9 113 7.31 1.2 45
a 137 a 127 a2l |3 30
S5cl. B 143 2.6 | 2.7 2.4 22,6 132 6.0 2.3 g0
de a 7.5
Elliott

A presente invencdo fornece formulagdes, tanto na
forma aguosa, pre-liofilizada, liofilizada ou
reconstituida, para agentes terapéuticos que foram
formulados de modo que eles s8o capazes de estabilizar, ou,
alternativamente, retardar ou impedir a degradagdo de um ou
mais agentes terapéuticos formulados com estes (por
exemplo, proteinas recombinantes). Em algumas modalidades,
as presentes formulagdes fornecem formulagdo de
liofilizag¢do para  agentes terapéuticos. Em algumas
modalidades, as presentes formulag¢des fornecem formulagdes
aquosas de agentes terapéuticos. Em algumas modalidades, as
formulagdes sdo formulagdes estdveis.

FormulacBes egtédvels

Como usado neste documento, © termo "estdvel" refere-

se & capacidade do agente terapéutico (por exemplo, uma
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enzima recombinante) para manter a sua eficdcia terapéutica
(por exemplo, todos ou a waioria da sua pretendida
atividade biolégica e/ou integridade €£isico-guimica) por
longos periodos de tempo. A estabilidade de um agente
terapéutico e a capacidade da composigdo farmacéutica para
manter a estabilidade de tal agente terapéutico poderd ser
avaliados durante longos periodos de tempo (por exemplo, de
preferéncia pelo menos 1, 3, 6, 12, 18, 24, 30, 36 meses ou
mais). No contexto de uma formulagdo, uma formulagdo
estdavel & uma em gue o agente terapéutico mantém
essencialmente sua atividade bioldgica e/ou integridade
fisico-quimica e sobre armazenamento e durante os processos
(como congelamento/descongelamento, mecdnico de mistura e
liofilizagdo). Para a estabilidade da proteina, pode ser
medida pela formagdo de agregados de alto peso molecular
(HMW) , perda de atividade enzimdtica, geragdo de fragmentos
de peptidec e a mudanga dos perfis de carga.

Estabilidade do agente terapéutico €& de particular
importéincia no gue diz respeito a manutengdo do intervalo
especificado da concentragdo de agente terapé&utico
necessadria para habilitar o agente da sua fungdo
terapéutico pretendida. Estabilidade do agente terapéutico
poderd ser ainda avaliada em relagdo a atividade bioldgica
ou integridade fisico-quimica do agente terapéutico durante
longos periodos de tempo. Por exemplo, estabilidade em um
ponto determinado do tempo pode ser comparada com
estabilidade em um ponto do tempo anterior (por exemplo, no
dia 0 de formulagdo) ou contra agente terapéutico
ndoformulado e og resultados desta comparagdo expressados

em percentagem. Preferencialmente, as composigdes
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farmacéuticas da presente invengdo mantém pelo menos 100%,
pelo menos 99%, pelo menos 98%, pelo menog 97%, pelo menos
95%, pelo menos 90%, pelo menos 85%, pelo menos 80%, pelo
menos 75%, pelo menos 70%, pelo menos 65%, pelo menos, pelo
menos 60%, pelo menos 55%, ou pelo menos 50% da atividade
biolégica ou integridade fisico-quimica do agente
terapéutico durante um periodo prolongado de tempo (por
exemplo, como medido ao longo de pelo menos cerca de 6 a 12
meses, & temperatura ambiente ou sob condigdes de
armazenamento acelerado) .

Os agentes terapéuticos sdo preferencialmente solGveis
nas composig¢des farmacéuticas da presente invengdo. O termo
"gsolivel™, no que se refere aos agentes terapéuticos da
presente invengdo refere-se & capacidade desses agentes
terapéuticos para formar uma solugdo homogénea.

De preferéncia a solubilidade do agente terapéutico na
solugdo em que é administrado e como ele & transportado
para o local de destino da agdo (por exemplo, as células e
tecidos do cérebro) & suficiente para permitir a entrega de
uma guantidade terapeuticamente eficaz do agente
terapéutico para o site alvo da agdo. Varios fatores podem
afetar a solubilidade dos agentes terapéuticos. Por
exemplo, os fatores relevantes que podem afetar a
solubilidade da proteina incluem for¢a iénica, sequéncia de
amincdcidos e a presen¢ga de agentes ou outros sais co-
solubilizantes (por exemplo, sais de cédlcio). Em algumas
modalidades, as composigdes farmacéuticas sdo formuladas
tal que og sais de cédlcio sdo excluidos de tais
composigdes.

Formulagdes adequadas, tanto na forma aquosa, pré-
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liofilizada, liofilizada ou reconstituida, podem conter um
agente terapéutico de interesse em varias concentragSes. Em
algumas modalidades, formulagdes podem conter uma proteina
ou um agente terapéutico de interesse em uma concentragado
na faixa aproximadamente 0.1 mg/mL a 100 mg/mL (e.g.,
aproximadamente 0.1 mg/mL a 80 mg/mL, aproximadamente 0.1
mg/mL a 60 mg/mL, aproximadamente 0.1 mg/mL a 50 mg/mL,
aproximadamente 0.1 wmg/mL a 40 mg/mL, aproximadamente 0.1
mg/mL a 30 mg/mL, aproximadamente 0.1 mg/mL a 25 mg/mL,
aproximadamente 0.1 mg/mL a 20 mg/mL, aproximadamente 0.1
mg/mL a 60 mg/mL, aproximadamente 0.1 mg/mL a 50 mg/mL,
aproximadamente 0.1 mg/mL a 40 mg/mL, aproximadamente 0.1
mg/mL a 30 mg/mL, aproximadamente 0.1 mg/mL a 25 mg/mL,
aproximadamente 0.1 mg/mL a 20 mg/mL, aproximadamente 0.1
mg/mL a 15 mg/mL, aproximadamente 0.1 mg/mL a 10 mg/mL,
aproximadamente 0.1 mg/mL a 5 mg/mL, aproximadamente 1
mg/mL a 10 mg/mL, aproximadamente 1 mg/mL a 20 wmg/mL,
aproximadamente 1 mg/mL a 40 mg/mL, aproximadamente 5 mg/mL
a 100 mg/mL, aproximadamente 5 mg/mL a 50 mg/mL, ou
aproximadamente 5 mg/mL a 25 mg/mL). Em algumas
modalidades, formulagdes de acordo com a invengdo podem
conter um agente terapéutico em uma concentragdo de
aproximadamente 1 mg/mL, 5 mg/mL, 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, ou 100 mg/mL.

As formula¢des da presente invengdo caracterizam-se
por sua tolerabilidade, comec solugdes aguosas ou solugdes
liofilizadas reconstituidas. Como usado aqui, o termos
ntolerdveis" e "toler@ncia" referem-se a capacidade das

composigBes farmacéuticas da presente invengdc para ndo
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provocar uma reag¢do adversa no objeto a quem tal composigdo

é administrada, ou, alternativamente, ndo para provocar uma

reagdo adversa grave no objeto a quem tal composigdo €

administrada. BEm algumas modalidades, as composigbes

farmacéuticas da presente invengdo sdo bem toleradas pelo

P

sujeito em quem tais composigdes & administrado.

Muitos agentes terapéuticos, e em especial as
proteinas e enzimas da presente invengdo, exigem pH
controlado e excipientes especificos para manter sua

golubilidade e estabilidade nas composigdes farmac&uticas

da presente invengdo. Tabela 4 abaixo identifica aspectos

tipicos de formulagdes de proteina, consideradas-se a

manter a solubilidade e estabilidade dos agentes

terapéuticos da proteina da presente invengdo.

TABELA 4
Parametro Tipica variagdo &acional
/tipo
PH 5 a 7.5 Para a estabilidade
As vezes também de
solubilidade
Tampdo tipo acetato, &acido Para manter ideal pH
succinico, citrato, {Também pode afetar
histidina, fosfato [estabilidade
ou Tris
Concentragdo do|5-50 mM Para manter pH também
tampdo pode estabilizar ou
adicionar forga idnica
Tonificante NaCl, aglcares, Para processar solugdes
manitol igo-osmdéticas ou
isotdnicas
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Surfactante Polisorbato 20, Para estabilizar contra
polisorbato 80 interfaces e
cisalhamento
outro Amincdcidos (e.g. maior solubilidade ou

arginina) em dezenas|estabilidade

a centenas de mM

Solugdes Tampdo

-

O pH da formulagdo & um fator adicional, que é capaz
de alterar a solubilidade de um agente terapéutico (por
exemplo, uma enzima ou proteina) em uma formulagdo aquosa
ou para uma formulagdc de pre-liofilizagdo. Nesse sentido
as formulacdes da presente invengdo de preferéncia compdem
um ou mais solugbes tampdo. Em algumas modalidades, as
formulagdes aquosas compreendem uma quantidade de solugdo
tampdo suficiente para manter o pH ideal da referida
composigdo entre cerca de 4.0 a 8.0 (por exemplo, cerca de
4.0, 4,5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.2, 6.4, 6.5, 6.6, 6.8, 7.0, 7.5
ou 8.0). Em algumas modalidades, o pH da formulagdo trata
entre 5.0 a 7.5, entre cerca de 5,5 a 7,0, entre cerca de
6,0 a 7.0, entre cerca de 5.5 a 6.0, entre cerca de 5,5 a
6,5, entre cerca de 5.0 a 6.0, entre cerca de 5,0 a 6,5 e
entre cerca de 6,0 a 7,5. Solugdes tampdo apropriadas
incluem por exemplo acetato, citrato, histidina, fosfato,
dcido succinico, tris (hidroximetil) aminometano ("Tris") e
outros Acidos orgédnicos. A concentragdo do tampdo e a faixa
de pH das composigdes farmacéuticas da presente invengdo
sdo fatores em controlar ou ajustar a tolerabilidade da
formulacdo. Em algumas modalidades, um agente tamponador
estid presente em concentragdes que variam entre cerca de 1

mM para cerca de 150 mM, ou entre cerca de 10 mM para cerca
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de 50 mM, ou entre cerca de 15 mM para cerca de 50 mM, ou
entre a cerca de 50 mM, com cerca de 20 mM ou entre a cerca
de 50 mM, com cerca de 25 mM. Em algumas modalidades, um
agente tamponador adequado estd presente numa concentragdo
de aproximadamente 1 mM, 5 wmM, 10mm, 15mm, 20mm, 25mm,
30mm, 35mm, 40 mM, 45 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, 125 mM ou
150 mM.

Tonicidade

Em algumas modalidades, formulagSes tanto na forma
aquosa, pré-liofilizada, liofilizada ou reconstituida,
contém um agente isotonicidade para manter as formulagdes
isotdnicas. Normalmente, por "isotdénico" significa gque a
formulagdo de interesse tem essencialmente a mesma presséo
osmdtica como osangue humano. formulagdes Isotdnicas
geralmente terdo uma pressdo osmética de cerca de 240
mosm/kg a cerca de 350 mOsm/kg. Isotonicidade pode ser
medida usando, por exemplo, osmometros do tipo uma pressédo
de vapor ou de ponto de congelamento. Agentes de
isotonicidade exemplares incluem, mas ndo estdo limitados
a, glicina, sorbitol, manitol, cloreto de sddio e arginina.
Em algumas modalidades, agentes isoténicos adequados podem
estar presentes em formulagdes agquosas e/ou pré-
liofilizadas numa concentracdo de aproximadamente 0,01 a 5%
(por exemplo, 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 ou 5,0%) por peso. Em
algumas modalidades, formulagdes para liofilizagdo contém
um agente de isotonicidade para manter as formulagdes de
pre-liofilizac8o ou formulagdes reconstituidas isotdnicas.

Embora geralmente solugdes isotdnicas sdo preferidas

para drogas administradas por via parentérica, o uso de
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solugbes isotdnicas pode alterar a solubilidade para alguns

agentes terapéuticos e em particular algumas proteinas e/ou
enzimas. Solugdes ligeiramente hiperténicas (por exemplo,
até cloretoc de sédio 175 mM em fosfato de sddioc 5 mM em pH
7.0) e solugdes contendo aglcar (por exemplo, até 2% de
sacarose em fosfato de sbédio 5 mM em pH 7.0) tem
demonstrado ser bem tolerado. A compogsicdo de formulacdo de
bolus aprovadas por CNS mais comum & salina (cerca de 150
mM NaCl em agua) .

Agentes de estabilizagdo

Em algumas modalidades, férmulacées podem conter um
agente estabilizador, ou lioprotetor, para proteger a
proteina. Normalmente, um agente estabilizador adequado é
um ag¢lcar, um aclGcar ndo redutor e/ou um aminocdcido.
Exemplares ag¢lcares incluem, mas ndoc estdo limitados a,
dextrano, lactose, manitol, manose, sorbitol, rafinose,
sacarose e trealose. Exemplares de amincidcidos incluem, mas
nao estdo limitados a, arginina, glicina e metionina.
Agentes de estabilizagfo adicionais podem incluir o cloreto
de sbédio, amido hidroxietilico e polivinilpirolidona. A
guantidade de agente estabilizador na formulagédo
liofilizada é, geralmente, que a formulagdoc isotdnica. No
entanto, formulagdes reconstituidas hipertdnicas também
podem ser adequadas. Além disso, a quantidade de agente
estabilizador ndo deve ser muito abaixo de uma quantidade
inaceitadvel de ocorre degradagdo/agrega¢doc do agente
terapéutico. Exemplares concentragdes de agente
estabilizador na formulag¢do podem variar de cerca de 1 mM
até cerca de 400 mM (por exemplo, de cerca de 30 mM para

cerca de 300 mM e de cerca de 50 mM para cerca de 100 mM),
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ou alternativamente, de 0,1% a 15% (por exemplc, a partir
de 1% a 10%, de 5% a 15%, de 5% a 10%) por peso. Em algumas
modalidades, a relagdc entre a quantidade de massa do
agente estabilizador e o agente terapéutico & cerca de 1:1.
Em outras modalidades, a relac¢do entre a quantidade de
massa do agente estabilizador e o agente terapéutico pode
ser c¢erca de 1: 0.1, 0.2: 1, 1: 0.25, 0.4: 1, 0.5:1 1:1,
2:1, 2,6: 1, 3:1, 4:1, 5:1, 10; 1 ou 20:1. Em algumas
modalidades, o agente de estabilizagdc apropriado para a
liofilizagdo & também um lioprotetor.

Em algumas modalidades, formulacdes liguidas
apropriadas para a presente inveng¢do contém materiais
amorfos. Em algumas medalidades, formulagdes ligquidas
apropriadas para a presente inven¢doc contém uma quantidade
substancial de material amorfo (por exemplo, formulacgdes i
base de sacarose). Em algumas modalidades, formulacdes
liquidas apropriadas para a presente invengdo contém
materiais parcialmente cristalino/parcialmente amorfos.

Agentes de volume

Em algumas modalidades, adicionaig formulagdes
adequadas para liofilizag¢do podem incluir um ou mais
agentes de #olume. Umn agente de"volume" &€ um composto que
se adiciona massa a mistura liofilizada e contribui para a
estrutura fisica do bolo 1licofilizado. Por exemplo, um
agente de volume pode melhorar a aparéncia do bolo
licfilizado (por exemplo, bolo licfilizado essencialmente
uniforme). Agentes de volume adequados incluem, mas ndo
estdo limitades a, cloreto de sédio, lactosé, manitol,

glicina, sacarose, trealose, hidroxietil amido. Exemplares

concentragdes de agentes de volume sdo de cerca de 1% a
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cerca de 10% (por exemplo, 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% e 10,0%).

Surfactantes

Em algumas modalidades, convém adicionar um
surfactante nas formulagdes.

Surfactantes exemplares incluem surfactantes néo
ibdnicos como polissorbatos (por exemplo, polissorbatos 20
ou 80); poloxameros {(por exemplo, Poloxamero 188); Triton;
Dodecil sulfato de sddio (SDS); laurel sulfato de sédio;
glicosideo de octilo de sédio; Lauril, miristil, linoleil,
ou estearil sulfobetaina; Lauril, miristil, 1linoleil ou
estearil sarcosina; linocleil, miristil ou cetil betaina;
lauroamidopropil-, cocamidopropil-, linoleamidopropil-,
miristamidopropil, palmidopropil, ou isostearamidopropil-
betaina (por exemplo, laurocamidopropil); miristamidopropil,
palmidopropil ou isostearamidopropil-dimetilamina; sédio
metil cocoil- ou taurato-ofeil de metila de dissddico; e a
gérie MONAQUAT ™ (Mona Industries, Inc., Paterson, NJ),
polietil glicol, polipropil glicol e copolimeros de etileno
e propileno glicol (por exemplo, Pluronics, PF68, etc.).
Normalmente, a quantidade de surfactante adicionado & tal
que reduz a agregagdo da proteina e minimiza a formagdo de
particulas ou efervescéncias. Por exemplo, um surfactante
pode estar presente em uma formulagdo em concentragdes de
aproximadamente 0.001 a 0,5% (por exemplo, cerca de 0.005 a
0.05%, ou 0,005 a 0,01%). Em particular, um surfactante
pode estar presente em uma formulagdo em concentragdes de
aproximadamente 0,005%, ©0,01%, 0,02%, 0.1%, 0,2%, 0,3%,

0,4%, ou 0,5%, etc. Como alternativa, ou além, o
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surfactante pode ser adicionado a formulagdo liofilizada,
formulagdo pré-liofilizada e/ou formulagdo reconstituida.

Outros transportadores, excipientes ou estabilizadores
farmaceuticamente aceitéveis como os descritos em
Remington's Pharmaceutical Sciences 1l6th edition, Osol, A.
Ed. (1980) pode sger incluida na formulagdco (formulagdo
liofilizada ou formulagZo reconstituida) desde que eles n&o
prejudiquem as caracteristicas desejadas da formulagdo.
Transportadores, excipientes ou estabilizadores aceitéveis
sdo atbéxicos para destinatdrios em dosagens e concentragdes
utilizadas e incluem, mas ndo estdo limitados a, agentes
tamponadores adicionais; conservantes; co-solventes;
antioxidantes, incluindo o é&cido ascérbico e metionina;
agentes quelantes como o EDTA; complexos metdlicos (por
exemplo, complexos de Zn-proteina) ; polimeros
biodegraddveis como poliésteres; e/ou counterions como
sédio formando sal.

Formula¢des tanto na forma aquosa, pré-liofilizada,
liofilizada ou vreconstituida, em conformidade com a
presente invengdo podem ser avaliadas com base na andlise
de gqualidade de produto, tempo de reconstituig@o (se
liofilizado), qualidade de reconstituigdo (se liofilizado),
alto peso molecular, umidade e temperatura de transigdo
vitrea. Normalmente, & andlise de qualidade e produtos de
proteina incluem andlise de taxa de degradagdo do produto
usando métodos, incluindo, mas ndo limitado a, HPLC de
exclusdo por tamanho (SE-HPLC), HPLC de troca de céation
(CEX-HPLC), difrac8o de raios x (XRD), calorimetria de
varredura diferencial modulada (mDSC), HPLC de fase reversa

(RP-HPLC), espalhamento de 1luz multi-&ngulo  (MALS),



10

15

20

25

30

63/217

fluorescéncia, absorgao ultravioleta, nefelometria,
eletroforese capilar (CE), SDS-PAGE e suas combinagdes. Em
algumas modalidades, a avaliag¢do do produto em conformidade
com a presente invengdo pode incluir uma etapa de avaliagdo
da aparéncia (aparéncia de bolo ou de liquido).

Geralmente, formulagées (liofilizadas ou aguosas)
podem ser armazenadas po¥ longos periodos de tempo em
temperatura ambientel Temperatura de armazenamento
normalmente pode variar de 0°C a 45°C (por exemplo, 4°C,
20°C, 25°C, 45°C etc.). Formulagdes podem ser armazenadas
por um periodo de meses a anos. Tempo de armazenamento
geralmente serd 24 meses, 12 meses, 6 meses, 4,5 meses, 3
meses, 2 meses ou 1 més,Formulagdes podem ser armazenadas
diretamente no <recipiente usado para administragdo,
€iiminando etapas de transferéncia.

Formulagdes podem ser armazenadas diretamente em
liofilizagdo recipiente (se licfilizado), o gue também pode
funcionar como a embarcacdco de reconstituigdo, eliminando
etapas de transferéncia. Alternativamente, podem-se medir
produto liofilizado formulagdes em incrementos menores para
armazenamento. . Armazenamento geralmente deve evitar
circunsténcias que levam a degradagdoc das proteinas,

y
incluindo mas ndo limitado a exposigdo a luz solarf
radiagdo UV, outras formas de radiagcido eletromagnética,
calor ou frio excessivo, choque térmico rédpido e choques
mecdnicos.

Liofilizagdo

Métodos inventivos em conformidade com a presente
inven¢do podem ser utilizados para liofilizar todos os

materiais, em particular, agentes terapéuticos.
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Normalmente, uma formulagdo de pre-liofilizag¢do ainda
contém uma escolha adequada para evitar que o composto de
interesse da degradagdo (por exemplo, agregagdo de
proteinas, desamidagéo, e/ou oxidagéao) durante a
liofilizacdoc e armazenamento de excipientes ou outros
componentes, como estabilizadores, solugdo tampdo, agentes,
agentes de volume e sgrfactantes. A formulagdo para
liofilizacdo pode incluir um ou Tmais ingredientes
adicionais incluindo lioprotetors ou estabilizagdo agentes,
solugdes tampdo, agentes de volume, agentes isotonicidade e
surfactantes.

Depois gque a substadncia de interesse e quaisquer
componentes adicionais s8oc wisturados, a formulagdo &
liofilizada. Liofilizagdo geralmente inclui tré&s estégios
principais: congelamento, secagem primdria e secagem
secunddria. O congelamento & necessirio para converter a
dgua em gelo ou alguns componentes de formulagdo amorfo
para a forma cristalina. Secagem primdria €& a etapa do
processo, quando o gelo & removido do produto congelado por
sublimagdo direta em baixa pressdo e temperatura. Secagem
secunddria & a etapa do processo, quando &gua limitada é
retirada da matriz de produto utilizando a difusdo da &gua
residual na superficie de evaporagdo. Temperatura do

produto durante a secagem secundaria & normalmente maior do

gue durante a secagem primaria. Tang X. et al. (2004)
“Design of congelamento-drying processes for
pharmaceuticals: Practical advice,” Pharm. Res., 21:191-

200; Nail 8.L. et al. (2002) “Fundamentals of congelamento-
drying,” in Development e manufacture of protein

pharmaceuticals. Nail S.L. editor New York: Kluwer
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Academic/Plenum Publishers, pp 281-353; Wang et al. (2000)
“Iiyophilization e 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.
Geralmente, gqualquer processo de liofilizagdo pode sger
usado em conexdo com a pregente invengdo.

Em algumas modalidades, uma etapa de recozimento pode
ser introduzida durante o congelamento inicial do produto.
A etapa de recozimento pode reduzir o tempo total do ciclo.
Sem guerer ser limitado por todas as teorias, estd previsto
que a etapa de recozimento pode ajudar a promover a
cristalizacdo do excipiente e formagdo de cristais de gelo
maiores devido a re-cristalizagdo de pequenos cristais
formados durante o© super-resfriamento, que, por sua vez,
melhora a reconstituigdo. Normalmente, uma etapa de
recozimento inclui um intexrvalo ou a oscilagdo da
temperatura durante o congelamento. Por exemplo, a
temperatura de congelamento pode ser de -40°C, e a etapa de
recozimento ird& aumentar a temperatura para, por exemplo, -
10°C e manter esta temperatura por um periodo de tempo. A
etapa de recozimento tempo pode variar de 0,5 horas a 8
horas (por exemplo, 0,5, 1,0 1.5, 2.0, 2.5, 3, 4, 6 e 8
horas). A temperatura do recozimento pode ser entre a
temperatura de congelamento e 0°C.

Liofilizag8o pode ser realizada em um recipiente,
c¢omo um tubo, um saco, uma garrafa, uma bandeja, um tubo de
ensaio (por exemplo, um frasco de vidro), seringa ou
quaisquer outros recipientes adeqguados. Os recipientes

podem ser descartdveis. Liofilizagdo também pode ser
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realizada em uma escala grande ou pequena escala. Em alguns
casos, pode ser desejavel para liofilizar a formulagdo de
proteina no recipiente no gqual reconstituig8o da proteina &
a fim de evitar uma etapa de transferéncia. O contéiner
neste caso poderd, por exemplo, um frasco de 3, 4, 5, 10,
20, 50 ou 100 cc.

Muitos 1liofilizadores diferentes estdo disponiveis
para esta finalidade como secador de escala de piloto de
casco (SP Industries, USA), secadores de congelamente de
laboratdério Genesis (SP Industries), ou qualgquer
liofilizadores capazes de contrclar a liofilizagdo os
determinados pardmetros do processo., Liofilizag8o &
realizada congelando a formulagdco e  posteriormente
sublimagdo do gelo do contelido congelado a uma temperatura
adequada para secagem primdria. O congelamento inicial traz
a formulagdo a uma temperatura inferior aproximadamente -
20°C (por exemplo,-50°C, ©-45°C, =-40°C, °©-35°C, -30°C, -
25°C, etec.) normalmente ndo mais de cerca de 4 horas (por
exemplo, ndo mais do que cerca de 3 horas, ndo mais de
cerca de 2,5 horas, ndo mais de cerca de 2 horas). Negtas
condigdes, a temperatura é normalmente abaixo do ponto
eutético ou a temperatura de colapsc da formulagdo.
Normalmente, a temperatura de prateleira para a secagem
primdria vai desde cerca de -30 a 25°C (desde que o produto
permanece abaixo do ponto de fusdo durante a secagem
primédria) a uma pressdo adequada, variando normalmente de
cerca de 20 a 250 mToxrr. A formulagdo, o tamanho e o tipo
de recipiente contendo a amostra (por exemplo, o frasco de
vidro) e o volume de liquido principalmente ditard o tempo

necessidrio para a secagem, que pode variar de algumas horas
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a varios dias. Um estidgio secagem secunddria & realizado em
cerca de 0 a 60°C, dependendo principalmente do tipo e
tamanho do recipiente e o tipo de proteinas terapéuticas
empregadas. Novamente, o volume de liguido principalmente
vai ditar o tempo necessdario para a secagem, que pode
variar de algumas horas a virios dias.

Como uma proposigdo geral, liofilizagdo resultard em
uma formulagdo liofilizada em gue o teor de umidade dela é
inferior a 5%, inferior a 4%, inferior a 3%, inferior a 2%,
inferior a 1% e inferior a 0,5%.

Reconstituicdo

Enquanto as composi¢des farmacéuticas da presente
invengdo sdo geralmente na forma aquosa para a
administragdo para um objeto, em algumas modalidades as
composigdes farmacéuticas da presente invengdo sdo
liofilizadas. Tais composigdes devem ser reconstituidas
adicionando um ou mais diluentes, antes da administragdo a
um objeto. Na fase desejada, normalmente em um tempo
apropriado antes da administrag¢io ao paciente, a formulagado
liofilizada pode ser reconstituida com um diluente tal que

a concentragdo de proteina na formulagdo reconstituida é

desejavel.
Diversos diluentes podem ser utilizados em
conformidade com a presente invengao. Em algumas

modalidades, um diluente apropriado para reconstituigdo é
dgua. A &dgua utilizada como o diluente pode ser tratada em
uma variedade de maneiras, incluindo osmose reversa,
destilacdio, deionizagdo, filtragdes (por exemplo, carvdo
ativado, micro £iltragdo, nano filtragdo) e combinagdes

destes métodos de tratamento. Em geral, a &gua deve ser
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apropriada para injegdo incluindo, mas ndo limitado a, agua
estéril ou Agua bacteriostatica para injecdo.

Exemplares diluentes adicionais incluem uma solugdo de
pH tamponado (por exemplo, fosfato salino), solugdo salina
estéril, solucdo de Elliot, solugdo de Ringer ou solugdoc de
dextrose. Diluentes adequados opcionalmente podem contexr um
conservante., Exemplares conservantes incluem A&lcoois
aromidticos como benzilico ou &lcool fenol. A quantidade de
conservante empregado & determinada através da avaliagdo de
diferentes concentragdes de conservantes para
compatibilidade com a proteina e o teste de eficacia de
congervante. Por exemplo, se o preservativo & um 4alcool
aromidtico (tais como &lcool benzilico), pode ser presente
em um montante de cerca de 0,1 a 2,0%, de cerca de 0,5 a
1,5%, ou cerca de 1,0 a 1,2%.

Diluentes adequados para a invengdo podem incluir uma
variedade de aditivos, incluindo, mas n3oc limitado a,
agentes tamponadores de pH, (Tris, histidina), sais (por
exemplo, cloreto de sédio) e outros aditivos (por exemplo,
sacarose), incluindo aqueles descritos acima (por exemplo,
agentes estabilizadores, agentes de isotonicidade).

Em conformidade c¢om a presente invengdo, uma
substéncia liofilizada (por exemplo, proteinas) pode ser
reconstituida a uma concentragdo de pelo menos 25 mg/mL
(por exemplo, pelo menos 50 mg/mL, pelo menos de 75 mg/mL,
pelo menos 100 mg/) e em qualquer intervalo entre estes. Em
algumas modalidades, uma substdncia liofilizada (por
exemplo, proteinas) pode ser reconstituida a uma
concentragdo qgue varia de cerca de 1 mg/mL a 100 mg/mL (por

exemplo, de cerca de 1 mg/mL a 50 mg/mL, cerca de 1 mg/mL a
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100 mg/mL, cerca de 1 mg/mL a cerca de 5 mg/mL, de cerca de
1 mg/mL, a cerca de 10 mg/mL, de cerca de 1 mg/mL a cerca
de 25 mg/mL, de cerca de 1 mg/mL para cerca de 75 mg/mL,
cerca de 10 mg/mL a cerca de 30 mg/mL, cerxrca de 10 mg/mL a
cerca de 50 mg/mL, de cerca de 10 mg/mL a cerca de 75
mg/mL, de cerca de 10 mg/mL, a cerca de 100 mg/mL, de cerca
de 25 mg/wL, a cerca de 50 mg/mL, cerca de 25 mg/mL a cerca
de 75 mg/mL, cexca de 25 mg/mL a cerca de 100 mg/mL, cerca
de 50 mg/mL a cerca de 75 mg/mL, de cerca de 50 mg/mL a
cerca de 100 mg/mL). Em algumas modalidades, a concentracdo
de proteina na formulagdo reconstituida pode ser maior do
que a concentrag¢do na formulagdo de pre-liofilizagdo. Altas
concentrac¢des de proteina na formulagdo reconstituida sdo
consideradas particularmente Uteis onde destina-se entrega
subcutdnea ou intramuscular da formulacdo reconstituida. Em
algumas modalidades, a concentragdo de proteina na
formulagao reconstituida pode ser cerca de 2 a 50 vezes
(por exemplo, sobre 2 a 20, cerca de 2 a 10 vezes, ou cerca
de 2 a 5 vezes) da formulagdo pré-liofilizada. Em algumas
modalidades, a concentrag¢do de proteina na formulagio
reconstituida pode ser pelo menos cerca de 2 vezes (por
exemplo, no minimo cerca da 3, 4, 5, 10, 20, 40 vezes) da
formulagdo pré-liofilizada.

Reconstituigdo de acordo com a presente invengdo pode
ser realizada em qualquer recipiente. Exemplares
recipientes adequados para a invengdo incluem, mas ndo
estdo limitados a, tails como tubos, frascos, seringas (por
exemplo, cdmara Unica ou dupla-camara), sacos, garrafas e
bandejas. Recipientes adequados podem ser feitos de

quaisguer materiais como vidro, ©plastico, metal. Os
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recipientes podem ser descartidveis ou reutilizaveis.
Reconstituigdo também pode ser realizada em uma grande
escala ou pegquena escala.

Em alguns casos, pode ser desejavel para liofilizar a
formulagdo de proteina no recipiente no qual reconstituigdo
da proteina esta a fim de evitar uma etapa de
transferéncia. O contéiner neste caso poderd, por exemplo,
um frasco de 3, 4, 5, 10, 20, 50 ou 100 cc. Em algumas
modalidades, um recipiente adequado para a liofilizacdo e a
reconstituigdo & uma seringa de cémara dupla {(por exemplo,
seringas Lyo-Ject, ® (Vetter)). Por exemplo, uma seringa de
dupla cé@mara pode conter tanto a substéncia liofilizada e o
diluente, cada um em uma cdmara separada, separados por uma
rolha (ver exemplo 5). Para reconstituir, um émbolo pode
ser anexado na rolha no lade do diluente e pressiocnado para
mover ¢ diluente na cdmara de produto para que o diluente
possa entrar em contato com a substdncia liofilizada e a
reconstituigdo pode ocorrer conforme descrito neste
documento (ver exemplo 5).

As composigdes farmacéuticas, formula¢des e métocdos
relacionados da invengdc sdo (teis para a entrega de uma

variedade de agentes terapéuticos para CNS de um objeto

(por exemplo, MP4, intraventricularmente ou
intracisternalmente) e para o tratamento das doengas
associadas. As composicdes farmacéuticas da presente

inven¢do sdo particularmente Uteis para a entrega de
proteinas e enzimas (por exemplo, terapia de reposigdo
enzimdtica) para individuos gque sofrem de distlGrbios de
armazenamento lisossomal. As doengas por armazenamento dos

lisossomos representam um grupo de distirbios metabdlicos
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herdados relativamente raros que resultam de defeitos na
fungio dos lisossomos. As doengas lisossfmicas séo
caracterizadas pelo actmulo de macromoléculas ndo digeridas
dentro de lisossomos, gque resulta em um aumento no tamanho
e nimero de tais liscssomos e, finalmente, em disfung¢ado
celular e anormalidades clinicas.

Entrega no CNS

Estd previsto que diversas formulagdes estaveis aqui
descritas s3oc geralmente adeguadas para a entrega de
agentes terapéuticos no CNS. Formulagdes estaveis de acordo
com a presente invengdo podem ser usadas para entrega no
CNS através de varias técnicas e rotas incluindo, mas ndo
se limitando a, administragéo intraparenquimal,
ihtracerebral, intravetriculay cerebral (ICV), intratecal
(por exemplo, IT-lombar, IT-cisterna magna) e quaisquer
outras técnicas e 1rotas para injegdo diretamente ou
indiretamente no CNS e no CSF.

Entrega intratecal

Em algumas modalidades, uma enzima de substituigdo &
entregue ao CNS em uma formulagdo aqui descrita. Algumas
modalidades, uma enzima de substituigdo & entregue ao CNS
pela administragdo para o liquido cefalorraquidiano (CSF)
de um sujeito que precisa de tratamento. Em algumas
modalidades, administragdo intratecal & usada para entregar
uma enzima de substituigdo desejada (por exemplo, uma
proteina ASA) no CSF. Como usado aqui, administragdo
intratecal (também conhecida come inje¢do intratecal)
refere-se a uma injecdo dentro do canal espinhal (espago

intratecal ao redor da medula espinhal). VArias técnicas

podem ser utilizadas, incluindo, sem limitag¢do, injegdo de
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cerebroventricular lateral através de um trepanagdoc ou
pungdo cisternal ou lombar ou coisa parecida.

Exemplares métodos sdo descritos em Lazorthes et al.
Advances in Drug Delivery Systems e Applications in
Neurocirurgia, 143-192 e Omaya et al., Cancer Drug
Delivery, 1: 169-1792, cujo conteGdo € incorporado no
presente por referéncia.

Em conformidade com a presente invengdo, uma enzima
pode ser injetada em gqualgquer regi8o em torno do canal
espinhal. Em algumas modalidades, uma enzima € injetada na
drea lombar ou da c¢isterna magna ou intraventricularmente
em um espago de ventriculo cerebral. Como usado aqui, o
termo " regifo lombar " ou a "drea lombar" se refere a area
entre as terceira e quarta vértebras lombares (parte
inferior das costas) e, inclusive, a regido da coluna
vertebral L2-S1. Normalmente, inje¢do intratecal através da
regifio lombar ou &rea lombar & também conhecida como a "
entrega IT lombar " ou "administragdoc IT lombar". QO termo
"cisterna magna" refere-se ao espago ao redor e abaixo do
cerebelo através da abertura entre o cridnio e a parte
gsuperior da coluna vertebral. Normalmente, injegao
intratecal através de cisterna magna é também conhecida
como " entrega cisterna magna". O termo ‘"ventriculo
cerebral" refere-se a cavidades no cérebro dque sdo
continuas c¢om o canal central da medula espinhal.
Normalmente, ag inje¢des através de cavidades do ventriculo
cerebral sdo denominadas entrega intravetricular Cerebral
(ICV) .

Em algumas modalidades, "administracg8o intratecal" ou

" entrega intratecal " de acordo com a presente invengdo
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refere-se a administragdo ou entrega IT lombar, por
exemplo, entre a terceira e gquarta vértebras lombares
(parte inferior das costas) e, inclusive, a regido da
coluna vertebral L2-81. E contemplado que administragdo ou
entrega lombar se distingue da entrega de magna cisterna em
gque administragdo ou entrega lombar de acordo com nossa
inveng8o fornece melhor e mais efetiva entrega ao canal
espinhal distal, enguanto a entrega de cisterna magna,
entre outras coisas, normalmente ndc realiza uma boa
entrega no canal medular distal.

Dispositivo para entrega intratecal

Varios dispositivos podem ser utilizados para entrega
intratecal de acordo com a presente invengdo. Em algumas
modalidades, um dispositivo para administragdo intratecal
contém uma porta de acesso de fluidos (por exemplo, porta
injetdvel); um corpo oco (por exemplo, cateter) com um
primeiro orificio de escoamento em comunicagdo fluida com a
porta de acesso fluido e um segundo orificio de escoamento,
configurado para a insergdo na medula espinhal; e um
mecanismo de seguranga para garantir a insergdo do corpo
oco na medula espinhal., Como um exemplo ndo limitador
mostrado na figura 62, um mecanismo de fixagdo adequado
contém um ou mais orificios montados na superficie do corpo
oco e um anel suturado ajustdvel sobre os um ou mais
orificios para impedir que o corpo oco (por exemplo,
cateter) escorregue para fora da medula espinhal. Em varias
modalidades, a porta de acesso fluido compreende um
reservatédrio. Em algumas modalidades, a porta de acesso
fluido & composta por uma bomba mecdnica (por exemplo, uma

bomba de infusdo). Em algumas modalidades, um cateter
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=

implantado & conectado a um reservatdrio (por exemplo, para
a entrega do bolo), ou uma bomba de infusdo. A porta de
acesso de fluido pode ser implantada ou externa.

Em algumas modalidades,; administra¢do intratecal pode
ser realizada por gqualguer punc¢do lombar (ou seja, em bolus
lento) ou através de um sistema de entrega porta-cateter
(ou seja, infusdo ou bolo). Em algumas modalidades, o
cateter & inserido entre as la&minas das vértebras lombares
e a ponta é enfiada o espago tecal no nivel desejado
(geralmente L3-L4) (figura 63).

Em relagdo a administragdo intravenosa, um volume de
dose finica adequada para administragdo intratecal &
normalmente pequeno. Normalmente, a entrega intratecal de
acordo com a presente invengdo mantém o equilibrio da
composigdo de CSF, bem comc a pressdo intracraniana do
objeto. Em algumas modalidades, entrega intratecal &
executada faltando a remogdo correspondente de CSF de um
objeto. Em algumas modalidades, um volume adequado de dose
Gnica pode ser por exemplo, menos de cerca de 10 mL, 8mL, 6
mL, 5 mL, 4 mL, 3 mL, 2 mL, 1,5 mL, 1 mL ou 0,5 mL. Em
algumas modalidades, um volume adequado de dose Gnica pode
ser cerca de 0.5 a 5 mL, 0,5 a 4 mL, 0,5 a 3 mL, 0,5 a 2
mL, 0,5a l1lmL, 1La3mkL, 1a5mL, 1,5 a 3 mL, 1 a 4 mL ou
0,5 a 1,5 mL. Em algumas modalidades, entrega intratecal de
acordo com a presente invengdo envolve uma primeira etapa
de remogdo de uma quantidade desejada de CSF de um objeto.
Em algumas modalidades, menos de cerca de 10 mL (por
exemplo, menos de cerca de 9 mL, 8mL, 7 mL, 6 mL, 5 mL, 4
mL, 3 mL, 2 mL, 1 mL) de CSF & primeiro removido antes da

administragioc IT. Nesses casos, um volume adequado de dose
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Gnica pode ser por exemplo, mais de cerca de 3 mL, 4 mL, 5
mL, 6 wmL, 7 mL, 8mL, 9 mL, 10 mL, 15 mL ou 20 mL.

[0185] VArios outros dispositivos podem ser utilizados
para o efeito da administragdo intratecal de composigdo
terapéutica. Por exemplo, formulagdes contendo enzimas
desejadas podem ser administradas usando um reservatdrio de
Ommaya que é comum no uso para administrar drogas
intratecalmente para carcinomatose meningea (Lancet 2:983-
84, 1963). Mais especificamente, neste método, um tubo
ventricular & inseride através de um buraco formado no
corno anterior e estd ligado a um reservatdrio de Ommaya
instalado sob o couro cabeludo, e o reservatdrio é
perfurade por via subcuténea para entregar intratecalmente
a enzima especial sendo substituida, que €& injetada no
reservatdrio. Qutros dispositivos para administragao
intratecal de composi¢des terapéuticas ou formulag¢des de um
individuo sdo descritas em U.S, Pat. N ° 6.217.552,
incorporadas no presente por referéncia. Alternativamente,
a droga pode ser administrada intratecalmente, por exemplo,
por uma injegdo Tnica ou infusdo continua. Deve ser
entendido que o tratamento de dosagem pode ser na forma de
uma administrag¢fo de dose inica ou miltiplas doses.

Para injeg¢do, formulagdes da invengdo podem ser
formuladas em solugdes liquidas.

Além disso, a enzima pode ser formulada na forma
s6lida e re-dissolvida ou suspensa imediatamente antes da
utilizacdo. Formas liofilizadas também estdo incluidas. A
injegdo pode ser, por exemplo, sob a forma de uma injegdo
de bolus ou infusdo continua (por exemplo, usando bombas de

infusio) da enzima.
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Em uma modalidade da inven¢do, a enzima é administrada
pela injegdo ventricular lateral do cerebro no cérebro de
um objeto. A injegdo pode ser feita, por exemplo, através
de um orificio de trepanagdo feito no crénio do sujeito. Em
outra modalidade, a enzima e/ou outra formulagio
farmacéutica, ¢é administrada através de um derivador
(shunt) cirurgicamente inserido no ventriculo cerebral de
um objeto. Por exemplo, a injeg¢do pode ser feita em dos
ventriculos laterais, que sdo maiores. Em algumas
modalidades, 4injeg8o em terceiro e gquarto ventriculos
menores também pode ser feita.

Em outra modalidade, as composi¢des farmacéuticas
utilizadas na presente invengdo sdo administradas por
injegdo para a cisterna magna ou Area lombar de um objeto.

Em uma outra modalidade do wmétodo da invengdo, a
formulagido farmaceuticamente aceitdvel <fornece entrega
sustentada, por exemplo, "liberagdo lenta" da enzima ou
outra composig¢do farmacéutica utilizada na presente
invengdo, para um objeto por pelo menos uma, duas, trés,
gquatro semanas ou longos periodos de tempo apds a
formulacfio farmaceuticamente aceitdvel ser administrada
para o objeto.

Como usado aqui, o termo " entrega sustentada" refere-
se a entrega continua de uma formulagdo farmacéutica da
inven¢do in vivo ao longo de um periodo de tempo depois da
administracdo, de preferéncia pelo menos varios dias, uma
semana ou VArias semanas. Entrega sustentada da composigdo
pode ser demonstrada, por exemplo, pelo efeito terapéutico
continuado da enzima ao longo do tempo (por exemplo,

entrega sustentada da enzima pode ser demonstrada por
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reduzida quantidade continua de gréanulos de armazenamento
no objeto). Alternativamente, entrega sustentada da enzima
pode ser demonstrada pela detecgdo da presenga da enzima in
vivo ao longo do tempo.

Entrega para tecidos-alvo

Como discutido acima, uma das caracteristicas
importantes e surpreendentes da presente invengdo € gque
agentes terapé@uticos, em especial, enzimas de substituigdo
administradas usando métodos inventivos e composigdes da
presente invengdo sdo capazes de se difundirem efetivamente
e amplamente em toda a superficie do cérebro penetrando
varias camadas ou regifes do cérebro, incluindo regibes
profundas do cérebro. Além disso, wmétodos inventivos e
composigdes da presente invengdo efetivamente entregam
agentes terapéuticos (por exemplo, uma enzima ASA) para
varios tecidos, neurdnios ou células da medula espinhal,
incluindo a regifo lombar, gue & de dificil destino por
métodos de entrega no CNS existentes tais como a injegdo de
ICV. Além disso, métodos inventivos e composi¢Ses da
presente invengdo entregam uma gquantidade suficiente de
agentes terapéuticos (por exemplo, uma enzima ASA) para o
fluxo de sangue e vidrios tecidos e orgdos periféricos.

Assim, em algumas modalidades, uma proteina
terapéutica (por exemplo, uma enzima ASA) & entregue ao
sistema nervoso central de um objeto. Em algumas
modalidades, uma proteina terapéutica (por exemplo, uma
enzima ASA) é entregue para um ou mais dos tecidos-alvo do
cérebro, medula espinhal, e/ou Orgdos periféricos. Como

usade aqui, o termo "tecidos-alvo" refere-se a todo o

tecido que & afetado pela doenga de armazenamento
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lisossomal a ser tratada ou qualgquer tecido em que a enzima
lisossémica deficiente normalmente €& expressa. Em algumas
modalidades, os tecidos-alvo incluem os tecidos em que ha
uma gquantidade detectdvel ou anormalmente alta de
substrato, por exemplo armazenado nos lisossomos celulares
do tecido, nos pacientes gque sofrem de ou suscetiveis a
doenca de armazenamento lisossomal. Em algumas modalidades,
nos tecidos-alvo incluem aqueles tecidos que exibem
patologia associada a doenga, sintoma ou recurso. Em
algumas modalidades, nos tecidos-alvo incluem os tecidos em
que a enzima lisossOmica deficiente & normalmente expressa
em um nivel elevado. Como usado agui, um tecido alvo pode
ser um tecido cerebral, um tecido-alvo da medula espinhal
e/ou um tecido-alvo periférico. Tecidos-alvo exemplares s&do
descritos em detalhes abaixo.

Tecidos-alvo Cerebrais

Em geral, o cérebro pode ser dividido em diferentes
tecidos, camadas e regides. Por exemplo, o tecido meningeo
é um sistema de membranas gue envolve o sistema nervoso
central, incluindo o cérebro. As meninges contém trés
camadas, incluindo matéria de dura-mdter, matéria aracndide
e matéria de pia. Em geral, a principal fungdo das meninges
e do liquido cerebrospinal & proteger © sistema nervoso
central. Em algumas modalidades, uma proteina terapéutica
em conformidade com a presente invencdo & entregue a uma ou
mais camadas das meninges.

0 cérebro tem trés subdivisdes principais, incluindo o
cérebro, cerebelo e tronco cerebral. Os hemisférios

cerebrais se situam acima da maioria das outras estruturas

do cérebro e sdo cobertos com uma camada cortical. Poxr
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baixo do cérebro encontra-se o tronco cerebral, dgque se
assemelha a uma haste na qual o cérebro estd ligado. Na
parte de trds do cérebro, abaixo do cérebro e atras do
tronco cerebral, estd o cerebelo.

O diencéfalo, que estd localizado perto da linha média
do cérebro e acima do mesencéfalo, contém o télamo,
metatialamo, hipotdlamo, epitdlamo, pre td&lamo e pretectum.
0 mesencéfalo, também chamado de mesencéfalo, contém o
tecto, tegumento, mesocoelia ventricular e pedlnculus
cerebrais, o nficleo vermelho e o nficleo III do nervo
craniano. O mesencéfalo & associado com a visdo, audigdo,
controle motor, sono/vigilia, alerta e regulagdo da
temperatura.

Regides dos tecidos do sistema nervoso central,
incluindo o cérebro, podem ser caracterizadas com base na
profundidade dos tecidos. Por exemplo, tecidos de CNS (por
exemplo, cérebro) podem ser caracterizados como tecidos
rasos ou de superficie, tecidos de meia profundidade, ou
tecidos profundos.

Em conformidade com a presente invengdo, uma proteina
terapéutica (por exemplo, uma enzima de substituigdo) pode
ser entregue a qualquer tecido(s) de destino do cérebro
apropriado associado com uma determinada doenga a ser
tratada em um objeto. Em algumas modalidades, uma proteina
terapéutica (por exemplo, uma enzima de substituigdo) em
conformidade com a presente invenc¢do & entregue ao tecido-
alvo cerebral superficial ou raso. Em algumas modalidades,
uma proteina terapéutica em conformidade com a presente
invengdo €& entregue ao tecido-alvo cérebral de meia

profundidade. Em algumas modalidades, uma proteina
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terapéutica em conformidade com a presente invengdo &
entregue ao tecido alvo cerebral profundo. Em algumas
modalidades, uma proteina terapéutica em conformidade com a
presente invengdo € entregue a uma combinagdo de superficie
do tecido-alvo superficial do cérebro, tecido-alvo cerebral
de meia profundidade ou tecido alvo cerebral profundo.
Algumas modalidades, uma proteina terapéutica em
conformidade com a presente invengdo € entregue a um tecido
de profunda do cérebro pelo menos 4mm, 5mm, 6mm, 7mm, 8mm,
9mm, 10mm ou mais abaixo (ou dentro da) da superficie
externa do cérebro.

Em algumas modalidades, agentes terapéuticos (por
exemplo, enzimas) sdo entregues a um ou mais tecidos rasos
e superficiais do cérebro. Em algumas modalidades, os
tecidos alvo rasos ou de superficie do cérebro estdo
localizados dentro de 4 mm da superficie do cérebro, Em
algumas modalidades, os tecidos alvo rasos ou de superficie
do cérebro sdo selecionados de tecidos pia-mater, tecidos
de fita cortical cerebral, hipocampo, espago de Virchow-
Robin, vasos sanguineos dentro do espagoe VR, o hipocampo,
partes do hipotédlamo na superficie inferior do cérebro, os
nervos ©&ticos e tratos, o bulbo olfatério e projegdes e
suas combinagdes.

Em algumas modalidades, agentes terapéuticos (por
exemplo, enzimas) s3o entregues a um ou wmais tecidos
profundos do cérebro. Algumas modalidades, os tecidos alvo
rasos ou de superficie do cérebro estd8o localizados 4 mm
(por exemplo, 5mm, 6mm, 7mm, 8mm, Smm ou 10mm) abaixo (ou
dentro) da superficie do cérebro. Em algumas modalidades,

tecidos alvo profundos do cérebro incluem a fita cortical
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cerebral. Em algumas modalidades, tecidos alvo profundos do
cérebro incluem um ou mais dos diencéfalo (por exemplo, ©
hipotéalamo, talamo, pretalamo, subtalamo, etc.),
metencefalon, nlicleos lentiformes, os géanglios basais,
caudado, putamen, amidala, globus pallidus e suas
combinagdes.

Em algumas modalidades, agentes terapéuticos (por
exemplo, enzimas) sdo entregues a um ou mais tecidos do
cerebelo. Em determinadas modalidades, um ou mais tecidos
alvo do cerebelo sdo selecionados do grupe constituido de
tecidos da camada molecular, tecidos da camada de células
de Purkinje, tecidos da camada de células granulares,
pedinculos cerebelares e combinagdo dos mesmos. Em algumas
modalidades, agentes terapéuticos (por exemplo, enzimas)
sdo entregues a um ou mais tecidos profundos do cerebelo
incluindo, mags ndo se limitando a, tecidos da camada de
células de. Purkinje, tecidos da camada celular Granular,
tecidos profundos Cerebelares da matéria branca (por
exemplo, profundo em relagdo a camada celular Granular) e
tecido de nicleos Cerebelares profundos.

Em algumas modalidades, agentes terapéuticos (por
exemplo, enzimas) s&o entregues a um ou mais tecidos do
tronco cerebral. Em algumas modalidades, um ou mais tecidos
alvo do tronco cerebral incluem tecidos de substéncia
branca do tronco cerebral e/ou tecido de ntcleos do tronco
cerebral.

Em algumas modalidades, agentes terapéuticos (por
exemplo, enzimas) s8o entregues para diversos tecidos de
cérebro, incluindo, mas ndo limitado a, massa cinzenta,

substincia branca, &reas periventriculares, pia-aracndide,
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meninges, neocdrtex, cerebelo, tecidos profundos no cdrtex
cerebral, mesencéfalo, camada molecular, regifo do puté@men
/ caudado, regides profundas de pontes ou medula e suas
combinacdes.

Em algumas modalidades, agentes terapéuticos (por
exemplo, enzimas) sdo entregues para varias c¢élulas no
cérebro, incluindo, mas ndo se limitando a, neurdnios,
células gliais, células perivasculares e/ou células
meningeas. Algumas modalidades, uma proteina terapéutica &
entregue a oligodendrécitos da matéria branca profunda.

Medula espinhal

Em geral, regides ou tecidos da medula espinhal podem
ser caracterizados com base na profundidade dos tecidos.
Por exemplo, os tecidos da medula espinhal podem ser
caracterizados como tecidos rasos e de superficie, tecidos
de meia profundidade, ou tecidos profundos.

em algumas modalidades, agentes terapéuticos (por
exemplo, enzimas) s8oc entregues a um ou mais tecidos
superficiais ou rasos da medula espinhal.Em algumas
modalidades, um tecido-alvo superficial ou raso da medula
espinhal estd localizado dentro de 4 mm da superficie da
medulé espinhal. Em algumas modalidades, um tecido-alvo
superficial ou raso da medula espinhal contém matéria pia
e/ou tratos de matéria branca.

Em algumas modalidades, agentes terapéuticos (por
exemplo, enzimas) s8o entregues a um ou mais tecidos
profundos da medula espinhal. Em algumas modalidades, uma
alvo profunda do tecido da medula espinhal situa-se interno
de 4 mm da superficie da medula espinhal. Em algumas

modalidades, um tecido alvo profunda da medula espinhal
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contém de matéria cinzenta da medula espinhal e/ou células
ependimarias.

Em algumas modalidades, agentes terapéuticos (por
exemplo, enzimas) sdo entregues aos neurdnios da medula
espinhal.

Tecidos periféricos alvo

Come usados neste documento, ©6rgdos ou tecidos
periféricos referem gqualguer &6rgdos ou tecidos que ndo
fazem parte do sistema nervoso central (CNS).Tecidos
periféricos podem incluir, mas ndo se limitando a, sistema
sanguineo, figado, rins, tingimento, endotélio, medula
dssea e medula o&ssea derivada de células, bago, pulmdo,
linfonodos, osso, cartilagem, ovario e testiculo, Algumas
modalidades, uma proteina terapéutica (por exemplo, uma
enzima de substituig¢do) em conformidade com a presente
invengdo € entregue a um ou mais dos tecidos periféricos
alvo.

Biodistribuicio e biodigponibilidade

Em vdrias modalidades, uma vez entregue ao tecido-
alvo, um agente terapéutico (por exemplo, uma enzima ASA)
estd localizado intracelularmente. Por exemplo, um agente
terapéutico (por exemplo, a enzima) pode ser localizada
para exdnios, axbnios, lisossomos, mitocdndrias ou vactiolo
de uma célula de destino (por exemplo, os neurdniocs como
células de Purkinje). Por exemplo, em algumas modalidades
as enzimas administradas intratecalmente demonstram
dini&mica de translocagdo, tal gue a enzima se move dentro
do espago perivascular (por exemplo, por mecanismos de
convecgdo assistida por pulsagdo). Além disso, mecanismos

de transporte axonal ativo relativo & associagdo da enzima
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ou proteina administrada com neurofilamentos podem também
contribuir para ou caso contrério, facilitar a distribuigdo
de proteinas ou enzimas administradas intratecalmente nos
tecidos mais profundos do sistema nervoso central.

Em algumas modalidades, um agente terapéutico (por
exemplo, uma enzima ASA) entregue de acordo com a presente
invengdo pode atingir niveis terapeuticamente ou
clinicamente eficazes ou atividades em varios destinos de
tecidos agqui descritos. Como usado aqui, um nivel
terapeuticamente ou clinicamente eficaz ou atividade & um
nivel de atividade suficiente para conferir um efeito
terapéutico em um tecido-alvo. O efeito terapéutico pode
ser objetivo (isto &, mensurdvel por algum teste ou
marcador) ou subjetivo (ou seja, objeto d& uma indicag¢do ou
sente um efeito). Por exemplo, um nivel terapeuticamente ou
clinicamente eficaz ou atividade pode ser uma atividade ou
nivel enzima&tico que & suficiente para aliviar os sintomas
associados com a doenga no tecido-alvo (por exemplo,
armazenamento GAG) .

Em algumas modalidades, um agente terapéutico (por
exemplo, uma enzima de substituig8o) entregue de acordo com
a presente invengdoc pode alcangar um nivel enzimdtico ou
atividade que & menos de 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95% do nivel normal ou atividade da enzima
lisossomal correspondente no tecido-alvo. Em algumas
modalidades, um agente terapéutico (por exemplo, uma enzima
de substituicdo) entregue de acordo com a presente invengdo
pode alcangar um nivel enzimdtico ou atividade que &
aumentada pela decuplicagdo, pelo menos; duas vezes, 3

vezes, gquatro, 5-vezes, também, 7-vezes, 8-vezes, 9-vezes
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ou 10 vezes em comparagdo com um controle (por exemplo,
niveis endégenos ou atividades sem o tratamento). Em
algumas modalidades, um agente terapéutico (por exemplo,
uma enzima de substituigdo) entregue de acordo com a
presente inven¢do pode atingir um aumento do nivel
enzimidtico ou atividade pelo menos cerca de 10 nmol/h/mg,
20 nmol/h/mg, 40 nmol/h/mg, 50 nmol/h/mg, 60 nmol/h/mg, 70
nmol/h/mg, 80 nmol/h/mg, 90 nmol/h/mg, 100 nmol/h/mg, 150
nmol/h/mg, 200 nmol/h/mg, 250 nmol/h/mg, 300 nmol/h/mg, 350
nmol/h/mg, 400 nmol/h/mg, 450 nmol/h/mg, 500 nmol/h/mg, 550
nmol/h/mg ou 600 nmol/h/mg em um tecido-alvo.

Em algumas modalidades, métodos criativos de acordo
com a presente invencdo sdo particularmente Gteis para o
direcionamento da regidio lombar. Em algumas modalidades, um
agente terapéutico (por exemplo, uma enzima de
substituig¢do) entregue de acorde com a presente invengao
pode atingir um aumento do nivel enzimdtico ou atividade na
regifio lombar de pelo menos aproximadamente 500 nmol/h/mg,
600 nmol/h/mg, 700 nmol/h/mg, 800 mmol/h/mg, 900 nmol/h/mg,
1000 nmol/h/mg, 1500 nmol/h/mg, 2000 nmol/h/mgnmol/h/mg
3000, 4000 mnmol/h/mg, 5000 nmol/h/mg, 6000 nmol/h/mg,
7006nmol/h/mg, 8000 nmol/h/mg, 9000 nmol/h/mg ou 10.000
nmol/h/mg.

Em geral, agentes terapéuticeos (por exemplo, enzimas
de substituicdo) entregues de acordo com a presente
invencdo tem suficientemente longa meia vida no CSF e
tecidogs alvo do cérebro, medula espinhal e ©&rgdos
periféricos. Em algumas modalidades, um agente terapéutico
(por exemplo, uma enzima de substituigdo) entregue de

acordo com a presente invengdo pode ter uma meia-vida de
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pelo menos cerca de 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 horas35 horas, 40 horas, até
3 dias, até 7 dias, até 14 dias, até 21 dias ou até um més.
Em algumas modalidades, um agente terapéutico (por exemplo,
uma. enzima de substituigdo) entregue de acordo com &
presente invengdo pode manter nivel detectdvel ou atividade
no CSF ou corrente sanguinea apds 12 horas, 24 horas,; 30
horas, 36 horas, 42 horas, 48 horas, 54 horas, 60, 66
horas, 72 horas, 78, 84 horas, 90, 96 horas, 102 ou uma
semana apds a administragdo. Nivel detectdvel cu atividade
pode ser determinada usando virios métodos conhecidos na
técnica.

Em determinadas modalidades, um agente terapéutico
(por exemplo, uma enzima de substituigdo) entregue de
acordo com a presente invengdo alcanga uma concentragdo de
pelo menos 30ug/mL no CNS tecidos e células do objeto apds
a administragdo (por exemplo, uma semana, 3 dias, 48 horasg,
36 horas, 24 horas, 18 horas, 12 horas, 8 horas, 6 horas, 4
horas, 3 horas, 2 horas, 1 hora, 30 minutos, ou menos, apds
administragdo intratecal da composigdo farmacéutica para o
objeto) . Em determinadas modalidades, um agente terapéutico
(por exemplo, uma enzima de substituigdo) entregue de
acordo com a presente invengdo alcanga uma concentragdo de
pelo menos 20pg/mL, pelo menos 15ug/mL, pelo menos 10pg/mL,
peloc menos 7 pg/mL, pelo menos 5ug/mL, pelo menos 2 pg/mL,
pelo menos 1 ug/mL ou pelo menos 0 upg/mL no alvo de tecidos
ou células do sujeito (por exemplo, tecidos ou neurdnios do

cérebro) apds a administragdo de tal objeto (por exemplo,
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uma 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, ou menos apds a administragdo intratecal
de tais composigBes farmacéuticas ao objeto) .

Tratamento da doenga de Leucodistrofia Metacromatica

(MLD)

A Doenca de Leucodistrofia Metacromatica (MLD), & uma
doenga autossdmica recessiva resultante de uma deficiéncia
da enzima Arilsulfatease A (ASA). ASA, que & codificada
pelo gene ARSA nos humanos, € uma enzima que gquebra a
cerebrosideo 3-sulfato ou sfingolipidio 3-0-
sulfogalactosilceramida (sulfatideo), na cerebrosideo e
sulfato. Na auséncia da enzima, sulfatideos se acumulam no
sistema nervoso (por exemplo, bainhas de mielina, neurénios
e células gliais) e em menor grau em Orgdos viscerais. A
consequéncia desses eventos moleculares e celulares €
progressiva desmielinizagdo e perda axonal dentro do CNS e
PNS, gque €& acompanhada clinicamente por grave disfuncgdo
motora e cognitiva.

A caracteristica definidora de clinica  desse
transtorno € a degeneragdo do sistema nervoso central
(CNS), que vresulta em comprometimento cognitivo (por
exemplo, retardo mental, distdrbios nervosos e cegueira,
entre outros).

MLD pode se manifestar em criangas pequenas (forma
tarde- infantil), onde criangas afetadas geralmente comegam
a mostrar sintomas logo apds o primeiro ano de vida (por
exemplo, em cerca de 15-24 meses) e geralmente né&o
sobrevivem apds 5 anos de idade. MLD pode se manifestar em

criangas (forma Juvenil) , onde c¢riangas afetadas
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normalmente mostram comprometimento cognitivo por cerca de
3 a 10 anos de idade e a duragdo pode variar (por exemplo,
na faixa de 10 a 15 anos depois do aparecimento dos
sintomas). MLD pode se manifestar em adultos (forma inicio-
adulto) e pode aparecer em individuos de qualguer idade
(por exemplo, normalmente na idade 16 e posterior) e a
progressdo da doenga pode variar muito.

Composi¢des e métodos da presente invencdo podem ser
ugsados para tratar eficazmente a individuos que sofrem de
ou suscetiveis a MLD. Os termos, "tratar" ou "tratamento",
como usado agui, se refere a melhoria de um ou mais
sintomas associados com a doenga, a prevengdo ou atraso do
inficio de um ou mais sintomas da doenga, e/ou diminuigdo da
gravidade ou a frequéncia de um ou mais sintomas da doenga.
Exemplares sintomas incluem, mas ndo estdo limitados a,
pressdo intracraniana, hidrocefalia ex vacuo, glicolipidios
sulfatados acumulados nas bainhas de mielina no central e
gsistema nervoso periférico e em Odrgdos viscerais,
progressiva desmielinizagdo e perda axonal dentro do CNS e
PNS, e/ou disfun¢3do motora e cognitiva.

Em algumas modalidades, tratamento refere-se
parcialmente ou completo alivio, melhora, alivio, inibigédo,
atrasando o inicio, reduzindo a gravidade e/ou incidéncia
de deficiéncia neuroldgica em paciente MLD. Como wusado
aqui, o termo "deficiéncia neurolégica" inclui varios
gintomas associados com comprometimento do sistema nervoso
central (por exemplo, o cérebro e medula espinhal). Em
algumas modalidades, virios sintomas do MLD estdo
associados com comprometimento do sistema nervoso

periférico (SNP). Em algumas modalidades, deficiéncia
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neuroclégica em paciente MLD caracteriza-se pelo declinio da
fungdo motora bruta. Serd apreciado que a fungdo motora
bruta podera ser avaliada por qualquer método adequado. Por
exemplo, em algumas modalidades, fun¢do motora bruta é
medida como a mudanga de uma linha de base na fungdo
motora, usando graduagdo bruta total Gross Motor Function
Measure-88 (GMFM-88),

Em algumas modalidades, tratamento refere-se a
acumulacdo de sulfatideo diminuida em varios tecidos. Em
algumas modalidades, tratamento refere-se & acumulagdo de
sulfatideo diminuida em tecidos-alvo do cérebro, neurdnios
da medula espinhal, e/ou tecidos-alvo periféricos. Em
certas modalidades, acumulag¢do de sulfatideo & diminuida em
cerca de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30% >, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% ou mais
em comparagdo com um controle. Em algumas modalidades,
acumulacio de sulfatideo €& diminuida por dez vezes pelo
menos, duas vezes, 3 vezes, quatro, 5-vezes, também, 7-
vezes, 8-vezes, 9-vezes ou dez vezes em comparagdo com um
controle. Ele serd apreciado esse armazenamento de
sulfatideo poderd ser avaliado por qualquer método
adequado. Por exemplo, em algumas modalidades, sulfatideo

P

armazenamento é medido pela coloragdo de alcian blue. Em
algumas modalidades, sulfatideo armazenamento &€ medido pela
coloragdo LAMP-1.

Em algumas modalidades, tratamento refere-se a
reduzida vacuolizag¢io nos neuxrdnios (por exemplo, neurénios
gue contém células de Purkinje) . Em determinadas

modalidades, vacuolizagdo nos neurdnios & diminuiu cerca de

5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
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65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% ou mais em
comparagdc c¢om um controle. Em algumas modalidades,
vacuolizagdo €& reduzida pelo menos dez vezes, 2 vezes, 3
vezes, 4 vezes, 5 vezes, 6 vezes, 7 vezes, 8 vezes, 9 vezes
ou dez vezesg em comparag¢do com um controle.

Em algumas modalidades, tratamento refere-se a maior
atividade da enzima ASA em varios tecidos. Em algumas
modalidades, tratamento refere-se a maior atividade da
enzima ASA nos tecidos-alvo do cérebro, neurdnios da medula
espinhal e/ou tecidos-alvo periféricos, Em algumas
modalidades, atividade enzimatica ASA & aumentada cerca de
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% ou mais em comparagdo
com um controle. Em algumas modalidades, atividade
enzimdtica ASA & aumentada pelo menos dez vezes, 2 vezes, 3
vezes, 4 vezes, 5 vezes, 6 vezes, 7 vezes, 8 vezes, 9 vezes
ou dez vezes em comparagdoc com um controle. Em algumas
modalidades, atividade enzimdtica aumentada de ASA & pelo
menog aproximadamente 10 nmol/h/mg, 20 nmol/h/mg, 40
nmol/h/mg, 50 nmol/h/mg, 60 nmol/h/mg, 70 nmol/h/mg, 80
nmol/h/mg, 90 nmol/h/mg, 100 nmol/h/mg, 150 nmol/h/mg, 200
nmol/h/mg, 250 nmol/h/mg, 300 nmol/h/mg, 350 nmol/h/mg, 400
nmol/h/mg, 450 nmol/h/mg, 500 nmol/h/mg, 550nmol/h/mg, 600
nmol/h/mg ou mais. Em algumas modalidades, atividade
enzimdtica de ASA & maior na regido lombar. Em algumas
modalidades, aumento da atividade enzimatico ASA na regido
lombar & pelo menos aproximadamente 2000 nmol/h/mg, 3000
nmol/h/mg, 4000 nmol/h/mg, 5000 nmol/h/mg, 6000 nmol/h/mg,
7000nmol/h/mg, 8000 nmol/h/mg, 9000 nmol/h/mg, 10.000
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nmol/h/mg ou mais,

Em algumas modalidades, tratamento refere-se a
diminuicdo de progressdo da perda da capacidade cognitiva.
Em determinadas modalidades, progressdo da perda da
capacidade cognitiva diminuiu cerca de 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 100% ou mais, em comparagdc com um controle.
Em algumas modalidades,; tratamento refere-se a diminuigdo
de atraso de desenvolvimento. Em determinadas modalidades,
atrago de desenvolvimento diminuiu cerca de 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,

80%, 85%, 90%, 95%, 100% ou mais em comparagdo com um

controle.
Em algumas modalidades, tratamento refere-se a
sobrevivéncia  aumentada (por exemplo, o tempc de

sobrevivéncia). Por exemplo, © tratamento pode resultar em
um aumento da esperanga de vida de um paciente. Em algumas
modalidades, tratamento de acordo com os resultados de
presente inven¢do tem um aumento da esperanga de vida de um
paciente por mais de cerca de 5%, cerca de 10%, cerca de
15%, cerca de 20%, cerca de 25%, cerca de 30%, cerca de
35%, cerca de 40%, cerca de 45%, cerca de 50%, cerca de
55%, cerca de 60%, cerca de 65%, cerca de 70%, cerca de
75%, cerca de 80%, cerca de 85%, cerca de 90%, cerca de
95%cerca de 100%, cerca de 105%, cerca de 110%, cerca de
115%, cerca de 120%, cerca de 125%, cerca de 130%, cerca de
135%, cerca de 140%, cerca de 145%, cerca de 150%, cerca de
155%, cerca de 160%, cerca de 165%, cerca de 170%, cerca de
175%, cerca de 180%, cexca de 185%, cerca de 190%, cerca de

195%, cerca de 200% ou mails, em comparagdo com a
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expectativa de vida média de um ou mais individuos controle
com semelhante doenga sem tratamento. Em algumas
modalidades, tratamento de acordo com a presente invengdo
resulta em um aumento da esperan¢a de vida de um paciente
por mais de cerca de 6 meses, cerca de 7 meses, cerca de 8
meses, cerca de 9 meses, cerca de 10 meses, cerca de 11
meses, cerca de 12 meses, cerca de 2 anos, cerca de 3 anos,
cerca de 4 anos, cerca de 5 anos, cerca de 6 anos, cerca de
7 anos, cerca de 8 anos, cerca de 9 anos, cerca de 10 anos
ou mais, em comparagdo com a expectativa de vida média de
un ou mais individuos controle com semelhante doenga sem
tratamento. Em algumas modalidades, o tratamento de acordo
com a presente invengdo resulta na sobrevivéncia de longo
prazo do paciente, Como usado agqui, o termo "sobrevivéncia
o longo prazo" se refere a um tempo de sobrevivéncia ou a
expectativa de vida maior do que cerca de 40 anos, 45 anos,
50 anos, 55 anos, 60 anos, ou mais,

Os termos, "melhorar", "aumentar" ou "reduzir", neste
documento, indica gue sd3o em relagdo a um controle. Em
algumas modalidades, um controle apropriado & uma medida de
referéncia, como uma medida na mesma individuais antes do
inicio do tratamento descrito neste documento, ou uma
medida em um controle individual (ou de varios individuos
de controle) na auséncia de tratamento descrito neste
documento. Um individuo de"controle" é o individuo afligido
com a mesma forma MLD (por exemplo, forma de tarde-
infantil, juvenil ou adulto-inicio), que & sobre a mesma
idade e/ou género, como o individuo a ser tratado (a fim de
agsegurar que os estdglos da doenga no individuo tratado e

no individuo (8) controle sejam comparaveis) .
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0 individuo (também referido como 'paciente" ou
"objeto") sendo tratadas € um individuo (feto, bebé,
crianga, adolescente ou adulto humano) c¢om MLD, ou o
potencial para desenvolver MLD. O individuo pode ter
regidual expressdo e/ou atividade enddgena de ASA ou
nenhuma atividade mensurdvel. Por exemplo, o individual
tendo MLD pode ter niveis de expressdo de ASA gue sdo menos
de cerca de 30 a 50%, menos de cerca de 25 a 30%, menos de
cerca de 20 a 25%, menos de cerca de 15 a 20%, menos de
cerca de 10 a 15%, inferior a 5 a 10%, inferior a 0,1 a 5%
de niveils normais de expressdoc de ASA.

Em algumas modalidades, o individuo & um individuo que
foi recentemente diagnosticado com a doenga. Normalmente, o
tratamento precoce (com inicio logoe que possivel apds o
diagnéstico de tratamento) & importante para minimizar os
efeitos da doen¢a e maximizar os beneficios do tratamento.

Tolerdncia imunoldgica

Geralmente, administrag¢do intratecal de um agente
terapéutico (por exemplo, uma enzima de substituigdo) de
acordo com a presente invencdo ndo resulta em efeitos
adversos graves no objeto. Como wusado aqui, efeitos
adversos graves induzem, mas ndo estdo limitados a,
resposta imune substancial, toxicidade ou morte. Como usado
agqui, o termo "resposta imune substancial" refere-se a
severas ou graves respostas imunes, como adaptéveis
regpostas imunes de células T.

Assim, em muitas modalidades, métodos criativos de
acordo com a presente invengdo ndo envolvem terapia
imunossupressora simultdnea (isto &, qualquer terapia de

imunossupressor usada como pré-tratamento/pré-
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condicionamento ou em paralelo ao método). Em algumas
modalidades, métodos criativos de acordo com a presente
invencdo ndo envolvem uma indugdo de tolerdncia imunoldgica
no objeto a ser tratado. Em algumas modalidades, métodos
criativos de acordo com a presente invengdo ndo envolvem um
pré-tratamento ou pré-condicionamento do sujeito usando
Agente imunossupressor de células T.

Em algumas modalidades, administragdo intratecal de
agentes terapéuticos pode montar uma resposta imune contra
esses agentes. Assim, em alguns embodimnets, pode ser Util
processar © objeto receber a enzima de substituigdo
tolerante para a terapia de reposigdo enzimdtica.
Tolerdncia imunolégica pode ser induzida usando varios
métodos conhecidos mna técnica. Por exemplo, pode ser
utilizado um regime inicial 30 a 60 dias de um célula T
imunossupressora agente como a ciclosporina A (CsA) e um
agente de antiproliferative, tais como, a azatioprina
(Aza), combinado com infusdes de intratecal semanal de
baixas doses de uma enzima de substituigdo desejada.

Qualquer Agente imunossupressor conhecide para o
artesdo hébil pode ser empregada em conjunto com uma
terapia de combinagio da invencdo.Tais agentes
imunossupressores incluem mas ndo estdo limitados a FKS506,
ciclosporina, rapamicina, CTLA4-Ig e agentes anti-TNF como
etanercept (Veja, por exemplo, Moder, 2000, Ann. Allergy
Asthma Immunol. 84, 280-284; Nevins, 2000, Curr. Opin.
Pediatr. 12, 146-150; KXurlberg et al., 2000, Scand. J.
Immunol. 51, 224-230; Ideguchi et al., 2000, Neuroscience
95, 217-226; Potteret al., 1999, Ann. N.Y. Acad. Sci. 875,

159-174; Slavik et al., 1999, Immunol. Res. 19, 1-24;
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Gaziev et al., 1999, Bone Marrow Transplant. 25, 689-696;
Henry, 1999, Clin. Transplant. 13, 209-220; Gummert et al.,
1299, J. Am. Soc. Nephrol. 10, 1366-1380; Qi et al., 2000,
Transplantation 69, 1275-1283). The anti-IL2 receptor
(.alpha.-subunit) antibody daclizumab (e.g. Zenapax.TM..),
gue tem demonstrado ser eficaz em pacientes de transplante,
também pode ser usado como um agente imunossupressor (veja
por exemplo, Wiseman et al,, 1999, Drugs 58, 1029-1042;
Beniaminovitz et al., 2000, N. Engl J. Med. 342, 613-619;
Ponticelli et al., 1999, Drugs R. D. 1, 55-60; Berard et
al., 1999, Pharmacotherapy 19, 1127-1137; Eckhoff et al.,
2000, Transplantation 69, 1867-1872; Ekberg et al., 2000,
Transpl. Int. 13, 151-159) . Adicionais agentes
imunosupressores incluem mas ndo estdo limitados a anti-CD2
(Branco et al., 1989, 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)
e anti-CD40 ligante (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).

Administragdo

Métodos inventiveos da presente invengdo contemplam
tanto as administrag¢des simlLes guanto wmiltiplas de uma
guantidade terapeuticamente eficaz dos agentes terapéuticos
(por exemplo, enzimas de substituicgdio) aqui descritos.
Agentes terapéuticos (por exemplo, enzimas de substituig&o)
podem ser administrados em intervalos regulares, dependendo
da natureza, a gravidade e a extensdo da condigdo do

sujeito (poxr exemplo, uma doenga de armazenamento
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liscssomal). Em algumas modalidades, uma quantidade
terapeuticamente eficaz dos agentes terapéuticos (por
exemplo, enzimas de substitui¢do) da presente invengdo pode
ser administrado MP4 periodicamente em intervalos regulares
(por exemplo, uma vez POr ano, uma vez por semestre, cada
cinco meses, uma vez a cada trés meses, bimestral (uma vez
cada dois meses), mensais (uma vez por més), guinzenal (uma
vez cada duas semanas), semanal).

Em algumas modalidades, administragdo intratecal pode
ser usada em conjunto com outras vias de administragdo (por
exemplo, por via intravenosa, por via subcuténea,
intramuscular, por via parentérica, transdérmica, ou
transmucosamente (por exemplo, por via oral ou por via
nasal)) . Algumas modalidades, as outras vias de
administracdo (por exemplo, administragdo intravenosa)
podem ser executadas ndo mais frequente do que a guinzenal,
mensal, uma vez a cada dois meses, uma vez a cada trés
meses, uma vez a cada quatro meses, uma vez a cada cinco
meses, uma vez a cada seis meses, por ano de administragdo.

Neste documento, o termo "quantidade terapeuticamente
eficaz" é& base largamente determinada sobre o montante
total do agente terapéutico contido mnas composigdes
farmacéuticas da presente invengdo, Geralmente, uma
quantidade terapeuticamente eficaz & suficiente para
alcangar um beneficio significativo para o sujeito (por
exemplo, tratamento, modulagdo, cura, impedindo e/ou
melhorando a doenga subjacente ou condigdo). Por exemplo,
uma guantidade terapeuticamente eficaz pode ser um valor
suficiente para conseguir um efeito terapéutico e/ou

profildtico desejado, como um valor suficiente para modular
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a receptores de enzima lisossomal ou sua atividade para
assim tratar tal doenca de armazenamento lisossomal os bem
e sintomas (por exemplo, redugdo ou eliminagdo da
incidéncia de "corpos de zebra" ou celular vacuolizagdo
apds a administracdo das composi¢des da presente invencgdo a
um objeto ou presenga). Geralmente, a quantidade de um
agente terapéutico (por wexemplo, uma enzima lisossomal
recombinante) administrada a um objeto em necessidade dele
dependeré das caracteristicas do objeto. Tais
caracteristicas incluem a condigdo, gravidade da doenga,
salde geral, idade, sexo e peso corporal do sujeito. Um dos
especialista na técnica serd ©prontamente capaz de
determinar doses adequadas dependendo estes e outros
fatores relacionados. Além disso, objetivo e subjetivos,
ensaios, opcionalmente, podem ser empregados para
identificar os intervalos de dosagem ideal.

Quantidade terapeuticamente eficaz de A & geralmente
administrada em um regime de dosagem gue pode compreender
varias doses de unidade.Para qualguer proteina terapéutica
especifica, uma quantidade terapeuticamente eficaz (e/ou
uma dose de unidade apropriada dentro de um regime de
dosagem eficaz) pode variar, por exemplo, dependendo da via
de administragédo, em combinagdo com outros agentes
farmacéuticos. Além disso, a quantidade terapeuticamente
eficaz esgpecifica (e/ou dose unitédria) para gqualguer
paciente particular pode depender uma variedade de fatores,
incluindo o distirbio a ser tratado e a gravidade da
doenga; a atividade do agente especifico farmacéutico
empregado; a composigdo especifica utilizada; a idade, peso

corporal, safide geral, sexo e dieta do paciente; o tempo de
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administracdo, via de administracgdo, e/ou taxa de excregdo
ou metabolismo da proteina de fusdo especifico empregado; a
dura¢do do tratamento; e como fatores como & bem conhecido
nas artes médicas.

Em algumas modalidades, a dose terapéutica eficaz
varia de cerca de 0.005 mg/kg peso cerebral a 500 mg/kg
peso cerebral, e.g., de cerca de 0.005 mg/kg peso cerebral
a 400 mg/kg peso cerebral, de cerca de 0.005 mg/kg peso
cerebral a 300 mg/kg peso cerebral, de cerca de 0.005 mg/kg
peso cerebral a 200 mg/kg peso cerebral, de cerca de 0.005
mg/kg peso cerebral a 100 mg/kg pesc cerebral, de cerca de
0.005 mg/kg peso cerebral a 90 mg/kg peso cerebral, de
cerca de 0.005 mg/kg peso cerebral a 80 mg/kg peso
cerebral, de cerca de 0.005 mg/kg peso cerebral a 70 mg/kg
peso cerebral, de cerca de 0.005 mg/kg peso cerebral a 60
mg/kg peso cerebral, de cerca de 0.005 mg/kg peso cerebral
a 50 mg/kg peso cerebral, de cerca de 0.005 mg/kg peso
cerebral a 40 mg/kg peso cerebral, de cerca de 0.005 mg/kg
peso cerebral a 30 mg/kg peso cerebral, de cerca de 0.005
mg/kg peso cerebral a 25 mg/kg peso cerebral, de cerca de
0.005 mg/kg peso cerebral a 20 mg/kg peso cerebral, de
cerca de 0.005 mg/kg peso cerebral a 15 mg/kg peso
cexrebral, de cerca de 0.005 mg/kg peso cerebral a 10 mg/kg
peso cerebral.

Em algumas modalidades, a dose terapéutica eficaz é
maior que cerca de 0.1 mg/kg peso cerebral, maior gque cerca
de 0.5 mg/kg peso cerebral, maior gue cerca de 1.0 mg/kg
peso cerebral, maior gue cerca de 3 mg/kg peso cerebral,
maior que cerca de 5 mg/kg peso cerebral, maior que cerca

de 10 mg/kg peso cerebral, maior que cerca de 15 mg/kg peso
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cerebral, maior que cerca de 20 mg/kg peso cerebral, maior
que cerca de 30 mg/kg peso cerebral, maior que cerca de 40
mg/kg peso cerebral, maior gque cerca de 50 mg/kg peso
cerebral, maior que cerca de 60 mg/kg peso cerebral, maior
que cerca de 70 mg/kg peso cerebral, maior que cerca de 80
mg/kg peso cerebral, maior que cerca de 90 mg/kg peso
cerebral, maior gque cerca de 100 mg/kg peso cerebral, maior
que cerca de 150 mg/kg peso cerebral, maior que cerca de
200 mg/kg peso cerebral, maior gue cerca de 250 mg/kg peso
cerebral, maior que cerca de 300 mg/kg peso cerebral, maior
gque cerca de 350 mg/kg peso cerebral, maior que cerca de
400 mg/kg peso cerebral, maior que cerca de 450 mg/kg peso
cerebral, maior que cerca de 500 mg/kg peso cerebral.

Em algumas modalidades, a dose terapéutica eficaz
também pode ser definida por mg/kg de peso corporal. Como
um técnico no objeto gostaria de receber, o cérebro pesos e
o peso corporal pode ser correlacionado. Dekaban AS.
"Changes in brain weights during the span of human life:
relation of brain weights to body heights e body weights,”
Ann Neurol 1978; 4:345-56. Assim, em algumas modalidades,
as dosagens podem ser convertidas como mostrado na tabela
5.

TABELA 5

Correlagdo entre pesos cerebrals, pesos corporais, e idade

doe machos

Idade (anos) Peso cerebral (kg) |Peso corporal (kg)
3 (31 a 43 meses) 1.27 15.55
4 a5 1.30 19.46

Em algumas modalidades, a dose terapéutica eficaz

também pode ser definida por mg/l5 cc de CSF. Como seria




10

15

20

25

30

100/217

apreciado por um técnico no assunto, doses terapeuticamente
eficazes baseados no pesos do cérebro e pesos de corpo
podem ser convertidos em mg/15 cc de CSF. Por exemplo, O
volume de CSF em seres humanos adultos é cerca de 150 mL
(Johanson CE, et al. “Multiplicity of cerebrospinal fluid
functions: New challenges in health e doenga, ”
Cerebrospinal Fluid Res, 2008 May 14;5:10). Portanto,
inje¢gdes de dose finica de 0,1 mg a 50 mg de proteina para
adultos seria aproximadamente 0,01 mg/15 cc de CSF (0,1 mg)
5,0 mg/1l5 cc de doses de CSF (50 mg) em adultos.

Deve ser ainda entendido que, para gqualquer objeto
particular, regimes de dosagem especifica devem ser
ajustados ao longo do tempo, de acordo com a necessidade
individual e o© julgamento ©profissional da pessoa
administrar ou supervisionar a administragdo da terapia de
reposi¢do enzimatica e gque intervalos de dosagem aqui
estabelecidos sdo exemplares apenas e ndco se destinam a
limitar o escopo ou a pratica da invengdo reivindicada.

Kits

A presente invengdo ainda fornece kits ou outros
artigos de fabricagdo que contém a formulagdo da presente
invencdo e fornece instrugSes para a sua reconstituigdo
(liofilizado) e/ou utilizag8o. Kits ou outros artigos de
fabricagdo podem incluir um recipiente, um IDDD, um cateter
e quaisquer outros artigos, dispositivos ou equipamentos
Gteis em administracgdo de intertecal e cirurgia associada.
Recipientes adequados incluem, por exemplo, garrafas,
frascos, seringas (por exemplo, seringas pré-preenchido),
ampolas, cartuchos, reservatdrios ou lio-jatos. 0

recipiente pode ser «constituido de uma variedade de
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materiails como o vidro ou plastico. Em algumas modalidades,
um contéiner & uma seringa pré-cheia. Seringas pré-cheia
apropriadas incluem, mas ndo limitado a, seringas de vidro
de Dborosilicato com revestimento de silicone cozido,
seringas de vidro de borosilicato com silicone pulverizado,
ou resina pléstica seringas sem silicone.

Normalmente, o recipiente pode formulagdes de
suspensdes e um rétulo de, ou associadog, o recipiente que
pode indicar diregdes para a reconstituigdo e/ou
utilizac3o. Por exemplo, o rétulo pode indicar que a
formulagio €& reconstituida a concentragdes de proteina,
como descrito acima. 0 rétulo pode indicar mais que a
formulac3o seja UTtil ou pretendida para, por exemplo, a
administracdo IT. Em algumas modalidades,; um recipiente
pode conter uma Tnica dose de uma formulagdo estavel
contendo um agente terap&utico (por exemplo, uma enzima de
substituigdo). Em virias modalidades, uma dose Gnica da
formulacdo estével estd presente em um volume de menos de
cerca de 15 mL, 10 mL, 5,0 mL, 4,0 mL, 3,5 mL, 3,0 mL, 2,5
mL, 2,0 mL, 1,5 mL, 1,0 mL ou 0,5 mL. Alternativamente, um
recipiente segurando a formulagdo pode ser um frasco multi-
uso, gque permite a repetigio de administragdes (por
exemplo, 2-é6administragdes) da formulagdo. Kits ou outros
artigos de fabricagdo ainda podem incluir um segundo
recipiente, compreendendo um diluente apropriado (por
exemplo, BWFI, salina, tampdo salino). Apds misturar o
diluente e a formulacdo, a concentragdo de proteina final
na formulagdo reconstituida serd geralmente pelo menos 1
mg/mL (por exemplo, pelo menos 5 mg/mL, pelo menos, 10

mg/mL, pelo menos 25 mg/mL, pelo menos 50 mg/mL, pelo menos
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75 mg/mL, pelo menos 100 mg/mL). Kits ou outros artigos de
fabrico ainda podem incluir outros materiais desejdveis de
um comercial e ponto de vista do usudrio, incluindo outros
solugdes tampao, diluentes, filtros, agulhas, IDDDs,
cateteres, seringas e pacote insere com instru¢des de uso.

[0243] A invengdo serada entendida mais plenamente por
referéncia aos exemplos a seguir. Eles ndo devem, contudo,
ser interpretados como limitadores do escopo da invengdo.
Todas as citagdes de literatura sdo incorporadas por
referéneia.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: TOXICOLOGIA DE ARILSULFATASE A ADMINISTRADA
iT

Para avaliar a capacidade de outras enzimas
recombinantes IT-administradas para distribuir para as
células e tecidos do CNS, um estudo BPL foi conduzido para
avaliar a repetigdo da dose intratecal (IT) de
administragdo de arilsulfatase A humana  preparada
recombinantemente (rhASA) de uma perspectiva farmaceologica

de toxicologia e seguranga sobre um prazo de um més em

juvenis macacos Cynomolgus (menos de 12 meses de idade). A

formulagdo de rhASA foi preparada e formulada em um veiculo
de 154 mM NaCl, 0.005% polissorbato 20 a um pH de 6.0.

Para conseguir isso, nove macacos Cynomolgus juvenis
do sexo masculinos e femininos foram aleatoriamente
designados pelo peso corporal para um dos trés grupos de
tratamento conforme a seguinte tabela 6. Os animais (com
excecdo de 1 animal macho para Dose 1) receberam infuséo
0,6 mL curto prazo IT de 0,3 ou 31 mg/mL de rhASA (dose

total de 0,1.8 ou 18,6 mg) quinzenalmente para um total de
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trés doses por animal. Pesos corporais, observagdes
clinicas, neuroldgicas e exames fisicos, patologia clinica,
exames oftalmolégicos e amostragem toxicocinética foram

monitoradas. Todos og animais foram autopsiados no dia 29,

30 ou 31 (~ 24 horas apds a UGltima dose IT). Tecidos
selecionados foram coletados, guardados e examinados
microscopicamente.
TABELA 6
Concentragdo
Dose
Nimero de da dose Volume de
Grupo Administrada
Animais nominal Dose (mL)
(mg)
(mg/mL)
1 3M, 3F 0 0.6 0
2 3M, 3F 3 0.6 1.8
3 3M, 3F 31 0.6 18.6

As concentra¢des de rhASA detectadas nos tecidos dos
macacos Cynomolgus CNS foram analisadas poxr ELISA e
comparadas a um alvo terapéutico de 10% das concentragdes
normais de rhASA humano, correspondendo a aproximadamente
2.5ng/mg de tecido. Amostras de tecido ou pun¢des foram
extraidos de diferentes &reas dos cérebros dos macacos
Cynomolgus e mais analisados para a presenga de rhASA. A
Figura 24 ilustra os tecidos de onde foram extraidos as
pungdes. As amostras de tecido perfurado refletiu um
aumento nas concentragdes de rhASA, que se refletem nas
figuras 25 A-G, com um gradiente de deposigdo de cdrtex
cerebral para a matéria branca profunda e matéria cinzenta
profunda.

Concentragdes de rhASA detectadas usando a mesma
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pungdo de ambas as rotas IT e ICV de administragdo para
gseis macacos administrados a dose de 18,6 mg de rhASA, sdo
ilustradas nas figuras. 26 A-B. As concentrag¢des de rhASA
detectadoas na matéria branca profunda (Figura 25) e nos
tecidos cerebrais da matéria cinzenta profunda (figura 26B)
dos macacos c¢ynomolgus adulto e juvenil administrados
intratecalmente- (IT) ou intracerebroventricularmente- (ICV)
com rhASA foram comparaveis.

As amostras de tecido perfurado extraido do cérebro de
adulto e macacos Cynomolgus juvenis foram entdo analisados
para determinar as concentragbes de rhASA depositados na
amostra extraida do tecido e comparar tais concentragdes a
concentragdo alvo terapéutico em 2.5ng rhASA por mg de
proteina (correspondente a 10% da concentragdo normal de
rhASA em um sujeito saudivel). Conforme ilustrado na figura
27A, em cada pungdo de amostra de tecido analisado na dose
de 18,6 mg de rhASA IT-administrada resultou em uma
concentragdo de rhASA, que excedeu a concentragdo
terapéutica de destino de 2.5ng / mg de proteina. Da mesma
forma, quando uma dose de 1,8 mg de rhASA foi administrado
IT para macacos Cynomolgus juvenis, cada pungdo de amostra
de tecido analisado demonstrou uma concentragdo de rhASA
dentro ou excedendo a concentra¢do terapéutica de 2,5ng /
mg de proteina e as concentragdes de rhASA medianas foram
acima o alvo terapéutico para todos os tecidos pungdes
testados (figura 27B).

Para determinar se rhASA IT administrado se distribuia
para as células relevantes, tecido foi analisado a partir
da materia branca profunda de um macaco cynomolgus IT-

administrado 1,8 mg de ASA, da &drea ilustrada na Figura 28
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A. Imunotingimento do tecido de matéria branca profunda
revelou digtribuigio de rhASA nas células de
oligodendrocito do macaco cynomolgus, conforme ilustrado
pela figura 28B. Da mesma forma, a Figura 28 ilustra que o
rhrASA  IT-administrado demonstrou co-localizagdo nos
tecidos profundos de matéria branca do macaco cynomolgus.
Em particular, scb coloragdo co-localizagdo em organelas de
destino, como a lisossoma €& evidente (Figura 28 (),
apoiando a conclusdc que rhASA IT-administrado & capaz de
distribuir para as relevantes células, tecidos e organelas
do CNS, incluindo os ligsossomos de oligodendrédcitos. O
precedente suporta a conclus@o que a diferenga entre
entrega ICV e ele também foi encontrado para ser minimo
para entrega de rhASA.

EXEMPLO 2: REDISTRIBUIGAO COM PROTEINA RADIO-MARCADA

rhASA, marcado com o emissor de pdsitron '*'I estava
preparado e formulado em um veiculo de 154 mM NaCl, 0.005%
polissorbato 20 a um pH de 6.0. Um volume da formulagdo
equivalente a 3 mg de rhASA (correspondente a
aproximadamente 38 mg/kg de cérebro) foi administrado em
macacos Cynomolgus adulto por vias de administragdo
intracerebroventricular (ICV) e intratecal (IT). Os macacos
Cynomolgus estavam sujeitos a estudos de imagiologia de
alta resolug¢do PET scan (microPET P4) para determinar a
distribuicdo de administrado rhASA **I-marcado.

Dados de imageamento PET, (figura 29) ilustram gue
ambos o ICV e IT-administrado rhAsSA  **I-marcado
efetivamente distribuiram nos tecidos do CNS, e em
particular o rhaAsA ***I-marcado administrado através do

cateter de IT-lombar imediatamente e uniformemente espalhou
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no liquido cefalorraquidiano (CSF) sobre o comprimento da
coluna vertebral. Em particular, como ilustrado na Fig. 29,
seguindo administragdo ICV e IT, as concentragdes
terapéuticas de rhASA ' *I-marcado foram detectadas nos
tecidos CNS do macaco cynomolgus objeto, incluindo o
cérebro, medula espinhal e CSF. As concentragdes de rhASA
detectados em tais tecidos do CNS e em particular nos
tecidos do cérebro, excedeu a concentragdo alvo terapéutica
de 2.5ng / mg de proteina.

Enquanto a distribuigdo de proteina de rhASA foi
compardvel para vias de administragdo IT e ICV, ICV
resultou em notavelmente menos deposig¢do dentro da coluna
vertebral, como prova pela figura 29.

Vinte e quatro horas apds a administragdo da
formulacgdo, tanto o rhASA **I-marcado administrado ICV e IT
efetivamente distribuiu nos tecidos do CNS. Em particular,
vinte e guatroc horas apds a administragdo IT 12,4% da dose
administrada foi na regido craniana, comparado a 16,7% da
dose administrada de ICV. Assim, as concentragdes de rhASA
detectadas em tails tecidos do CNS, e em particular nos
tecidos do cérebro, quando zrhASA foi administrado se
aproximavam as concentragSes detectadas na sequéncia ICV-
administrada da mesma dose.

Injecdo ICV de rhASA '**I-marcado resulta injegdo ICV
resulta na transferéncia imediata do wvolume injetado a
cisterna magna, cisterna pontis, cisterna interpeduncularis
e espinha proximal, conforme ilustrado na Figura 30. Como
também ilustrado na Figura 30, dentro de 2-5 hr
administracdo IT entrega rhASA ***I-marcado nos mesmos

compartimentos iniciais (coluna vertebral proximal e
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c¢isternae) como mostrado para a administragdo ICV. Vinte e
quatro horas apds distribuigdo de ambas as administragdes
ICVY e IT de rhAsSA '**I-marcado foram compardveis, como
ilustrado na figura 31. Nesse sentido, aoc contrario de
drogag de pequenas moléculas, os resultados anteriores
sugerem que administragdo ICV oferece vantagens minimas
sobre administragdo IT de rhASA.

Estes resultados confirmam que rhASA pode ser entregue
a um objeto usando a rota menos invasiva da administragdo
IT e, assim, atingir concentrag¢des terapéuticas nas células
e tecidos de destino.

As doencgas peor armazenamento dos lisossomos
representam uma familia de doengas genéticas causadas por
enzimas ausentes ou defeituosas, gque resultam em aclimulo de
substrato anormal. Embora os sintomas periféricos
associados com vadrias destas doengas podem ser eficazmente
atenuados por administragdo intravenosa de enzimas
recombinantes ndo deve afetar significativamente as
manifestagdes de CNS associadas com uma maloria das doengas
de armazenamento lisossomal. Por exemplo, iduronate-2-
sulfatase recombinante humana (Idursulfase, Elaprase®;
Shire Human Genetic Therapies, Inc. Lexington, MA) &
aprovada para © tratamento dos sintomas somdticos da
sindrome de  Hunter, mas ndo h& nenhuma  terapia
farmacoldégica para o tratamento das manifestagdes
neuroldgicas que podem incluir atrasoc de desenvolvimento e
progressiva deficiéncia mental. Isso & em parte devido a
natureza de I28, gque €& uma enzima grande altamente
glicosilada, com peso molecular de aproximadamente 76kD e

gque ndo atravessa a barreira hemato-encefdlica apbs
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administrag¢do intravenosa.

Inventores presentes assumiram, portanto, um programa
para investigar a entrega intratecal (IT) de formulagdes
intratecais de enzimas humanas recombinantes, como, por
exemplo, iduronate-2-sulfatase (I28), arilsulfatase A
(rhASA) e alfa-N-acetilglucosaminidase (Naglu) . Os
resultadogs aquli apresentados representam o primeiro a
demonstrar que administragdo IT-lombar de um resultado de
proteinas recombinantes lisossomal no fornecimento de uma
fracdo significativa da proteina administrada ao cérebro e
em particular resultado na deposigdio generalizada de tais
proteinas nos neurdnios do cérebro e da medula espinhal em
cdes e macacos cynomolgus. As andlises imuno-histoquimica
dos tecidos CNS demonstraram que a proteina & direcionada
para a lisossoma, o site local de acumulagdc patoldgica de
glicosaminoglicano nas desordens de armazenamento
lisossomal. Além  disso, as melhorias morfoldégicas
demonstraram no modelo do camundengo IKO da sindrome de
Hunter, o modelo de camundongo Naglu-deficiente de sindrome
de Sanfilippo tipo B, e o modelo do camundongo nocaute ASA
&e leucodigtrofia metacromatica (MLD) reforga a observagdo
dessa enzima IT-administrada é distribuida para os tecidos
apropriados e transportada para apropriados compartimentos
celulares e organelas.

As semelhangas observadas nos padrdes de distribuigdo
de cérebro detectadas apds administragdo de IT-lombar e ICV
da I2S8 é sugestiva de fluxo de massa e remistura ativa do
CSF. Assim, em um ambiente clinico, tanto as wvias de
administragdo IT e ICV sdo potencialmente vidveis, no

entanto, a observada deposigdo de I2S na medula espinhal
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apds a administragdo TI fornece uma clara vantagem no
tratamento de sequelas da coluna vertebral e componentes de
doencas como a sindrome de Hunter. Além disso, portos de
injegdo espinhal sdo menos invasivos e esperados para Ser
mais adequado para uso crdnico, especialmente nos objetos
pedidtricos.

Evidéncias da c¢oloragdo de célula perivascular e
dindmica de translocagdo de proteina observada pelos
estudos de imagem PET indicam que essa enzima se move
dentro do espago perivascular, presumivelmente  por
mecanismos de convecgdo assistida por pulsagdo. Um
mecanismo adicional de transporte & sugerido pela
associagdo observada de 128 com neurofilamentos,
indicativos de transporte axonal ativo. Este dltimo
presumivelmente comega com a interagdo da proteina com
neurénios receptores de (M6P) de manose-6-fosfato, gque s&o
amplamente expressa em células da medula espinhal e cérebro
e que em cima da administragdo direta para o parénquima
cerebral pode fazerm com que a enzima I28 seja facilmente
absorvida pelas c¢élulas alvo. (Begley, et al, Curr Pharm Des
(2008) 14:1566-1580) .

Enquanto o transporte axonal de enzimas lisossomais
anteriormente foi implicado por métodos indiretos in vivo e
in vitro, estudos de imagem atuais fornecem a primeira
evidénecia direta de transporte axonal ndo-viralmente ou
enzimas expressadas entregues via o CSF. Assim, a entrega
de proteina do CSF para a superficie do cérebro e mais
profunda para os tecidos do cérebro parece depender de
processos de transferéncia de ativos, nenhum dos quais tém

sido descritos anteriormente ou elucidar a entrega de
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proteina ou enzima para as células, tecidos e organelas do
cérebro.

Ao contridrio do ponto de vista prevalecente gue a
dinidmica do fluxo do CSF e parénquima intersticio impediria
a distribuigdo das proteinas de IT-lombar administradas
para matéria branca do cérebro, os instant@neos estudos
demonstram claramente gque entrega IT de uma enzima
lisossdmica resulta na distribuigdo de proteina e
acumulagdo em todos os tecidos do cérebro e deposigdo no
compartimento dos lisossomos das células-alvo que s&@o o
local de aclimulo patoldgico de glicosaminoglicano. (Ver;
por exemplo, Fenstermacher et al., Ann N Y Acad Sci (1988)
531:29-39 e DiChiro et al., Neurology (1976) 26:1-8.)
Juntamente com a natureza menos invasiva de entrega de IT-
lombar, esta rota oferece meios clinicamente relevantes de
proporcionar  terapéutica biolégica para o cérebro,
particularmente em criangas.

EXEMPLO 3: FORMULAGOES DE ARILSULFATASE A PARA
ADMINISTRAGAO IT

Este exemplo resume o trabalho para estabelecer uma
forma de dosagem de liguidos de alta concentragdo de rhASA
(arilsulfase A) e a formulagdo da substéncia da droga e
produto de droga para tratamento de Leucodistrofia
Metacromatica (MLD) através da rota de administragédo
intratecal (IT).

Og dados de estabilidade demonstram que a formulagdo
salina da substéncia medicinal e do produto de droga (sem
PBS 20) & estével, apds 18 meses em < -65 graus °C e 18
meses a 2 a 8 graus °C. Durante o desenvolvimento

farmacéutico desta proteina, a solubilidade e estabilidade
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de rhASA foi investigada em condig8es de excipiente devido
a sua entrega prevista para o CNS e solugdo tampdo
limitado. Anteriormente, estudos de desenvolvimento de
formulacgdo foram conduzidos para desenvolver uma formulagdo
intravenosa de (IV). Com base nos resultados desses
experimentos, uma formulagdo contendo 30 mg/mL de rhASA em
10mM citrato-tampdo fosfato, pH 5,5 com 137 mM NaCl e 0,15%
poloxomero 188 foi selecionado como a formulagdc de chumbo
IV. rhASA também foi formulado para entrega IT em trés
formulacdes e dados de estabilidade para esta proteina foi
investigados sob essas condigdes. lotes de rhASA derivados
de produto material acima em um local foram utilizados. Os
resultados demonstraram que rhASA encontrava-se estdvel em
154 mM solugdo cloreto de sbédio com 0,005% polissorbatc 20
(P20), pH 6.0 pelo menos 18 meses a 2 a 8 °C. Além disso,
estudos tém sido realizados para demonstrar a estabilidade
na direcdo dJde congelamento-descongelamento e degradagdo
induzida por agitagédo.

Lotes de desenvolvimento foram purificados,
ultrafiltragdo e diafiltrados (UF/DF) em 10mM
¢citrato/fosfato, 137 mM NaCl, com subsequente UF/DF em
solucdio salina final em uma concentragdo de cerca de 40
mg/mL pH de 5,5. As operagdes de UF/DF estdo resumidas na
tabela 7.

TABELA 7: formulacdes selecionadas para operag¢des

UF/DF de derivados Xcellerex

Tamp&8o inicial e UF/DF em
Formulagdo Aditivo
salina

10mM citrato/fosfato, 137mM 0.005%

NaCl, pH 5.5. Subsequente polissorbato
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UF/DF em 154 mM NaCl. Final pH 20%*
5.9
10mM citrato/fosfato, 137mM
NaCl, pH 5.5. Subsequente 0.005%
B UF/DF em 5mM fosfato de sddio, polissorbato
145mM NaCl, pH 6.0. Final pH 20%
6.0
10mM citrato/fosfato, 137mM
NaCl, pH 5.5. Subsequente
0.005%
UF/DF em 10mM citrato/
C polissorbato
fosfato, 137mM NaCl, pH 7.0, e .
um segundo UF/DF em 154 mM 20
NaCl. Final pH 6.5
rhasa
rhASA formulado em 40 mg/mL rhASA em 10mM citrato,

fosfato de

gbdio com 137 mM NaCl,

a pH 5.6 foi dializado em

cinco formulagSes que foram utilizadas para estudos de

preformulagdo IT (tabela 8).

TABELA 8: Solugdes tampdo selecionadas para varredura
de formulagdo IT compativel
Nimero de
Espécies de tampio
formulagédo H
1 154 mM NacCl * 5.9
| 2 154 mM NaCl ** 7.0
3 5 mM tampdo de fosfato com 145 mM NaCl 6.0
4 5 mM tampdo de fosfato com 145 mM NaCl 7.0
1 mM tampdo de fosfato com 2 mM CaCl; e
° 137 mM Nacl 70
Métodos
Para determinagido de temperatura (Tm) por
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calorrimetria de varredura diferencial (DSC) , um
microcalorimetro capilar DSC (MicroCal) foi usado em uma
taxa de varredura de 60°C/hora e temperatura na faixa de 10
a 110°C. Linhas de base do tampdo foram subtraidas das
varreduras de proteina. Os exames foram normalizados para a
concentracdc de proteina de cada amostra (medida por
absorbancia ultravioleta em 280 nm e usando um coeficiente
de extingdo de 0,69 (mg/mL)-1. cm-1). Para experimentos
iniciais da estabilidade de curto prazo, substancia
medicinal de rhaSA foi submetida a duas semanas a 40°C ou
um més a 40°C. Amostras adicionais foram colocadas na
estabilidade de curto prazo a 2 a 8°C por 3 mesesg. Amostras
foram filtradas (Millipore, P/N SLGVO033RS) e aliquotas de
0,5 mL foram dispensadas em 2 mL com rolha de Flurotec de
13 mm.

0 efeito de composigdo de formulagdo (tabela 8) na Tm
(ponto médio de temperatura de desnaturagdo induzida
termicamente) foi investigado usando o DSC. Os valores de
Tm para composigdes de formulagdo diferentes sdo mostrados
na Figura 5. Os valores do Tm exibiram temperaturas
desdobramento semelhantes para a maioria das formulagdes,
exceto baixos valores de Tm foram observados para rhASA
formulada tanto com fosfato de sdédio 5mM com 154 mM NaCl em
pH 7.0 ou fosfato de sédio 1mM com 2 mM CaCl, e 137 mM NaCl
com pH 7.0.

Também foi investigado o efeito da degradagdo térmica
induzida de rhASA em cinco formula¢des selecionadas (tabela
8). Amostras foram armazenadas por 2 semanas ou um més a
40°C ou 3 meses a 2 a 8°C. Andlise de SDS-PAGE (Coomassie)

de amostras armazenadas durante 2 semanas a 40°C detectou
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fragmentagdo de rhaSA formulado em fosfato de sddio 5mm com
154 mM NaCl em pH 7.0, bem como em fosfato de sddio 1mM com
2 mM CaCl, e 137 mM NaCl a pH 7.0 (Figura 6). Nenhuma
degradagdo de tal foi observada para as outras formulagdes.

A presenga de produtos de degradagdoc € consistente com
0 pico principal percentual inferior, observadoe por RP-HPLC
para os mesmos pontos de tempo (tabela 10). Observou-se
também gue rhASA formulado em 1mM PBS com 2 mM CaCl, em pH
7.0 ndo mantem seu pH no inicio e apdés a exposigdo de curto
prazo as condigdes de estresse térmico.

Sistemas de HPLC de &guas foram usados para andlises
HPLC de exclusdo de tamanho e de fase reversa. Para andlise
inicial do SEC-HPLC, 50 pg de rhASA foi injetado em uma
coluna de Agilent Zorbax GF-250 (4,6 mm x 250 mm) e
executar isocraticamente a 0,24 mL/min usando uma fase
mével de pH 5.5 de citrato de sddio de 100 mM (detegdo de
octomero) com um comprimento de onda de detegdo de 280 nm.
As andlises foram repetidas com condigdes de fase movel de
citrato de sdédio de 100 mM, pH 7,0 (detegdo do dimero).

Todos og estudos de troca e de concentragdo de reserva
foram realizados usando Centricon - Plus 20 (Millipore, kDa
10 MWCO) .

Estudos de triagem de preformulacdo - efeito de

espécies de tampdo e pH

Devido ao nmero limitado de composigdes de solugdo
aprovada utilizadas para administragfio no CNS, apenasg cinco
composigdes de solugdo isotdnicas, conforme listado na
tabela 8, foram selecionadas para a varredura.

Membria do pH

Antes da seleg¢do de solugdes tampdo para estabilidade
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de longo prazo, dois experimentos de “memdrias de pH” foram
realizados para investigar se a proteina solugdo tampdo-
trocada em solugdo salina foi capaz de manter o pH da
reserva original. Na experiéncia inicial, <rhASA em
aproximadamente 8 mg/mL, fol primeiro dializada em citrato-
fosfato de 10mM com 137 mM NaCl, em um valor de pH de 5,5
ou 7,0, seguido por uma segunda didlise em solugdo salina,
No segundo experimento, o rhASA foi dializada em citrato-
fosfato de 10mM com 137 mM NaCl, ou valores de pH de 5,5 ou
7,0 e, posteriormente, trocadas de solugdo tampdc e
concentrados em solugdes salinas, a cerca de 35 mg/mL.

Quando rhASA formulado em citrato-fosfato de 10mM com
137 mM NaCl em ambos valores de pH de 5,5 ou 7,0 foi
dializada em solucdo s=alina, sem aumento de turbidez
observade. O pH da solugdo salina final foi semelhante ao
pH do anterior do tampdo citrato-fosfato ao qual foi
exposto. Quando rhASA formulade em citrato-fosfato baseado
em solugdes tampdo em valores de pH de 5,5 ou pH 7.0 foi
dializada em soro fisioldgico e concentrou-se entdo em
aproximadamente 35 mg/mL, usando um Centricon, o pH das
solugdes salinas de proteina mudaram a partir de pH 5,5 a
5,8 ou pH 7,0 a 6,8, respectivamente. Ambas as solu¢des em
solugdo salina concentrada rhASA foram ligeiramente
opalescentes e tinham valores OD320 na faixa de 0,064 (pH
6,8) a 0,080 (pH 5,5).

Selegdo de excipiente

Polissorbato 20 (P20) foi incluido em todas as cinco
composigdes de solugdo selecionada em uma concentragdo
final de 0,005%, A escolha do surfactante foi feita com

base na experiéncia prévia da tolerabilidade in vivo de P20
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em 0,005% para entrega no CNS de outras proteinas de Shire.
Foi preparada uma solugdo de 5% P20 (v/v) e o volume
apropriado foi adicionado para cada formulagdo de proteina
para obter uma concentrag¢do final de 0,005%.

Estudos de robustez da formulagdo - estudo de

estabilidade

Com base nos resultados iniciais obtidos da triagem de
solugBes tampdo e valores de pH diferentes, trés
composi¢des de solugdo foram selecionadas para estudos de
estabilidade de longo prazo (preparagio de amostra como na
tabela 8. Um estudo de um ano, iniciou-se em formulagdes
propostas (tabela 9). As amostras de estabilidade em cada
ponto de tempo foram analisadas por HPLC-SEC, RP-HPLC,
OD320, concentragdio de proteina, pH, atividade especifica,
SDS-PAGE (Coomagsie) e aparéncia.

TABELA S8 - formulagdes para estudos de estabilidade de

longo prazo

Composigdo de formulagio com Condigdes de
Formulagdo
0.005% Polissorbato 20 estudo
A 154 mM NaCl, pH 5.9 5eC, 25°C,
smM fosfato de sédio, 145mM 40°C e linha
B
NaCl, pH 6.0 base
congelada em
o 154 mM NaCl, pH 6.5
s-65°C
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Nenhuma alteragdo significativa na atividade
especifica foi observada nas amostras de estresse (Tabela
10). Andlise po<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>