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COMPOSTO DE FATOR IX-POLI (ETILENO GLICOL) COM UMA LIGAGAO

LIBERAVEL, METODO PARA PREPARAR O MESMO E COMPOSICAO

Referéncia Cruzada A Pedidos Relacionados
Este pedido reivindica o beneficio de prioridade do
5 ©pedido de ©patente ©proviséria do EUA n.° de série
60/877.589, depositado em 27 de dezembro de 2006, que ¢é
incorporado neste para referéncia em sua totalidade.
Campo Da Invengao
A presente invencdo se refere geralmente a conjugados
10 polimero-agente ativo que tém uma ligacdo liberédvel para
liberar desse modo in vivo o agente ativo. Além disso, a
invencdo se refere, entre outras coisas, a métodos para
sintetizar os conjugados, métodos para purificar os
conjugados e assim por diante.
15 Fundamentos Da Invencéado
Os cientistas e os clinicos enfrentam numerosos
desafios em suas tentativas de desenvolver agentes ativos
em formas adequadas para administracdo a um paciente. Os
agentes ativos que sdo polipeptideos, por exemplo, sé&o
20 freqlientemente administrados através de injecdo ao invés de
oralmente. Desta maneira, o polipeptideo é introduzido na
circulacdo sistémica sem exposicdo ao ambiente proteolitico
do estdémago. A injecdo de polipeptideos, entretanto, tem
diversos inconvenientes. Por exemplo, muitos polipeptideos
25 tém uma meia vida relativamente curta, necessitando desse
modo de injecdes repetidas, que sdo freglientemente
incébmodas e dolorosas. Além disso, alguns polipeptideos
podem eliciar uma ou varias respostas imunes com a
conseqliéncia que o sistema imune do paciente tenta destruir

30 ou neutralizar de outra maneira o polipeptideo imunogénico.

Petica0 870210093702, de 11/10/2021, pag. 16/79



2/59

Naturalmente, uma vez que o polipeptideo seja destruido ou
neutralizado de outra maneira, o polipeptideo ndo pode
exercer sua atividade farmacodindmica pretendida. Assim, a
administracdo de agentes ativos tais como polipeptideos é

5 frequentemente problemdtica mesmo quando estes agentes séo
administrados por injecéo.

Algum sucesso foil conseguido ao tratar os problemas de
administracdo de agentes ativos através de injecdo. Por
exemplo, conjugar o agente ativo a um polimero soluvel em

10 dgua conduziu a um conjugado polimero-agente ativo que tem
imunogenicidade e antigenicidade reduzidas. Além disso,
estes conjugados polimero-agente ativo freglientemente tém
meias vidas grandemente aumentadas em comparagdo com suas
contrapartes nédo conjugadas em conseqiéncia da depuracdo

15 diminuida através dos rins e/ou degradacdo enzimatica
diminuida na circulacdo sistémica. Em conseqgiiéncia de ter
uma meia vida maior, o conjugado polimero-agente ativo
exige dosagem menos freqgliente, que reduz por sua vez O
numero total de injecdes dolorosas e de visitas incdmodas a

20 um profissional de cuidados médicos. Além disso, 0s agentes
ativos que eram somente marginalmente soluveis demonstram
um aumento significativo na solubilidade em &gua gquando
conjugados a um polimero soluvel em agua.

Devido a sua seguranca documentada assim como sua

25 aprovacdo pela FDA tanto para uso tépico como interno, o
polietilenoglicol tem sido conjugado a agentes ativos.
Quando um agente ativo é conjugado a um polimero de
polietilenoglicol, ou "PEG", o agente ativo conjugado é
denominado convencionalmente "PEGilado." 0 sucesso

30 comercial de agentes ativos PEGilados, tais como interferon
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alfa-2a PEGilado PEGASYS® (Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ),
interferon alfa-2b PEGilado PEG-INTRON® (Schering Corp.,
Kennilworth, NJ) e PEG-filgrastim de NEULASTA™ (Amgen Inc.,
Thousand Oaks, CA) demonstra que a administracdo de uma
5 forma conjugada de um agente ativo pode ter vantagens
significativas sobre a contraparte ndo conjugada. Moléculas
pequenas tais como o distearoilfosfatidiletanolamina
(Zalipsky (1993) Bioconjug. Chem. 4 (4) : 296-299) e
fluorouracil (Ouchi et al. (1992) Drug Des. Discov.
10 9(1):93-105) igualmente foram PEGiladas. Harris et al.
forneceram uma revisdo dos efeitos da PEGilacdo em
farmacéuticos. Harris et al. (2003) Nat. Rev. Drug Discov.
2(3):214-221.
Apesar destes sucessos, a conjugacdo de um polimero
15 com um agente ativo para resultar em uma droga
comercialmente relevante é freglientemente desafiadora. Por
exemplo, a conjugacdo pode resultar em o polimero ser
fixado no ou perto de um local no agente ativo que é
necessario para a atividade farmacoldégica (por exemplo, no
20 ou perto de um local de ligacdo). Tais conjugados podem
conseqlentemente ter atividade inaceitavelmente Dbaixa
devido, por exemplo, aos efeitos estéricos introduzidos
pelo polimero. As tentativas de remediar conjugados gque tém
atividade inaceitavelmente baixa podem ser frustradas
25 quando o agente ativo tem pouco ou nenhum local adequado
para a fixacdo de um polimero. Assim, alternativas
adicionais de PEGilacdo tém sido desejadas.
Um enfoque sugerido para resolver este e outros

problemas ¢é "PEGilacdo reversivel" onde o agente ativo

30 nativo (ou uma parte que tem atividade aumentada comparada

Peticao 870210093702, de 11/10/2021, pag. 18/79



4/59

ao agente ativo PEGilado) ¢é liberado. Por exemplo,
PEGilacé&o reversivel foi divulgada no campo de
quimioterapias de céncer. Vide Greenwald (1997) Exp. Opin.
Ther. Patents 7 (6):601-609. A publicacdo de pedido de
5 patente dos EUA n.° 2005/0079155 descreve conjugados usando
ligacdes reversiveis. Como descrito nesta publicacdo, as
ligagdes reversiveis podem ser efetuadas com o uso de uma
parte do substrato de enzima. Entretanto, j& foi assinalado
que abordagens dependendo de atividade enzimdtica sé&o
10 dependentes da disponibilidade de enzimas. Veja Peleg-
Schulman (2004) J. Med. Chem. 47:4897-4904. A variabilidade
do paciente em torno da quantidade e da atividade destas
enzimas ©pode introduzir o desempenho incompativel do
conjugado entre populacgdes diferentes. Assim, abordagens
15 adicionais que n&o dependem de processos enzimdticos para a
degradacdo foram descritos como sendo desejaveis.

Outro enfoque para PEGilacgdo reversivel é descrito na
patente dos EUA n.° 7.060.259, que descreveu (entre outras
coisas) pré-drogas sollveis em &gua em que um agente

20 Dbiologicamente ativo é ligado a um polimero ndo-imunogénico
solivel em &gua por uma ligacdo carbamato hidrolisavel.
Como descrito neste, o agente biologicamente ativo pode
prontamente ser liberado ©pela hidrdbélise da ligacéo
carbamato in vivo sem a necessidade de adicionar enzimas ou

25 materiais cataliticos.

Outra abordagem para PEGilagdo reversivel é descrito
em Peleg-Schulman (2004) J. Med. Chem. 47:4897-4904,
WO2004/089280 e publicacdo de pedido de patente dos EUA n.°
2006/0171920. Embora esta abordagem seja aplicada a um

30 nimero limitado de agentes ativos, estas referéncias
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ignoram outros agentes ativos para os quais a PEGilacéao
reversivel seria particularmente adequada. Ainda outra
abordagem liberavel é descrito na publicacdo de pedido de
patente dos EUA n.° 2006/0293499.

5 Na 4rea de distUGrbios hemorragicos, as proteinas
(como, por exemplo, o Fator 1IX) podem as vezes ser
administradas a um paciente para tratar ou melhorar de
outra maneira o disturbio hemorradgico. Devido a meia vida
relativamente curta do Fator IX e proteinas relacionadas,

10 seria vantajoso aumentar a meia vida in vivo destas
proteinas, por exemplo, por PEGilacdo reversivel. Assim, a
presente invencéo procura resolver esta e outras
necessidades da arte.

SUMARIO DA INVENGCAO
15 Em wuma ou varias configuragdes da invencdo, um

conjugado da seguinte férmula é fornecido:
POLY —X!
AN

R1 Y2
I

]
— 1‘ -
20 C—Y'=C—NH-(F9)

onde:

POLY! é um primeiro polimero soluvel em agua;
25 POLYZ2 & um segundo polimero soluvel em Aagua;

Xl é uma primeira porcgdo espacadora;

X2 & uma segunda porcdo espacadora;

Hy € um &dtomo de hidrogénio ionizavel;

R! € H ou um radical orgénico;

30 R? é H ou um radical orgénico;
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(a) é ou zero ou um;

(b) é ou zero ou um;

Rel, quando presente, é um primeiro grupo de alteracéo
de elétron;

Re2, qguando presente, é um segundo grupo de alteracdo
de elétron; e

Yl é O ou S;

Y2 & O ou S; e

F9 é um residuo de uma porcdo de Fator IX contendo
amina.

Em uma ou varias configuracdes da invencdo, métodos
para preparar conjugados sdo fornecidos.

Em uma ou varias configuracdes da invencéo,
preparacdes farmacéuticas que compreendem os conjugados sé&o
fornecidas.

Em uma ou varias configuracdes da invencdo, métodos
para administrar os conjugados sdo fornecidos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 ¢é uma curva tempo-concentracdo dos
conjugados das invenc¢des. Informacdes adicionais a respeito
desta figura sdo fornecidas no Exemplo 3.

A Figura 2 fornece a atividade de coagulacdo dos
conjugados da invencdo. Informagdes adicionais a respeito
desta figura sdo fornecidas no Exemplo 4.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGCAO

Antes de descrever a presente invencdo em detalhes,
deve-se compreender que esta invencgdo ndo estd limitada aos
polimeros, técnicas sintéticas, agentes ativos e
semelhantes, em particular, porque tais podem variar.

Deve-se notar que, como usadas neste descricdo e nas
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A\ ” A\

um”, “uma

” ” A\Y

e “o”, M“a

”

reivindicagdes, as formas singulares
incluem referentes plurais a menos que o contexto determine
claramente de outra maneira. Assim, por exemplo, referéncia
a um "polimero" inclui um Unico polimero assim como dois ou
5 mais do mesmo ou de polimeros diferentes, referéncia a um
"conjugado" se refere a um Unico conjugado assim como dois
ou mais do mesmo ou conjugados diferentes, referéncia a um
"excipiente" inclui um Unico excipiente assim como dois ou
mais do mesmo ou excipientes diferentes, e semelhantes.

10 Ao descrever e reivindicar a presente invencdo, a
seguinte terminologia serd usada de acordo com as
definicdes descritas abaixo.

“PEG”, “polietileno glicol” e “poli(etileno glicol)”
Ccomo usados neste destinam-se a abranger qualquer

15 poli(6éxido de etileno) soluvel em &gua. Tipicamente, PEGs
para o uso de acordo com a invencgdo compreendem a seguinte
estrutura “-0O(CH2CH20)n-”, onde (m) é 2 a 4000. Como usado
neste, PEG igualmente inclui “-CH2CH2-0 (CH2CH20)n—CH2CH2-" e
“— (CH2CH20)m-", dependendo se os oxigénios terminais

20 tiverem sido deslocados ou ndo. Quando o PEG ainda
compreende uma porcdo espacadora (a ser descrita em mais
detalhes abaixo) os Atomos que compreendem a pPorgao
espacadora, quando covalentemente fixados a um segmento de
polimero soluvel em A&gua, ndo conduzem a formacdo de uma

25 ligacdo do oxigénio-oxigénio (isto &, uma “-0-0-" ou
ligacdo perodxido). Durante toda a descricgédo e as
reivindicagdes, deve-se recordar que o termo “PEG” inclui
estruturas que tém varios terminais ou grupos de
“capeamento de extremidade” e assim por diante. O termo

30 “PEG” igualmente significa um polimero que contém uma
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maioria, o qgque quer dizer, maior de 50% de subunidades

monoméricas —-CHyCH20-. No que diz respeito a formas

especificas, o PEG pode ter qualquer numero de uma

variedade de pesos moleculares, assim como estruturas ou

5 geometrias tais como “ramificadas”, “lineares”,

“bifurcadas”, “multifuncionais” e semelhantes, a serem
descritas em mais detalhes abaixo.

Os termos ‘“extremidade capeada” ou “terminalmente

capeado” sdo usados permutavelmente neste para se referir a

10 um terminal ou ponto final de um polimero gque tem uma

porcdo de extremidade capeada. Tipicamente, embora né&o

necessariamente, a porcdo de extremidade capeada compreende

um grupo hidrdéxi ou alcdxi Ci-zo. Assim, exemplos de porgdes

de extremidade capeada incluem alcdéxi (por exemplo, metoxi,

15 etdédxi e Dbenziloxi), assim como arila, heteroarila, ciclo,

heterociclo e semelhantes. Além disso, formas saturadas,

ndo saturadas, substituldas e insubstituidas de cada um dos

antecedentes sdo previstas. Além disso, O grupo de

extremidade capeada pode igualmente ser um silano. O grupo

20 de extremidade <capeada pode igualmente vantajosamente

compreender um rétulo detectédvel. Quando o polimero tem um

grupo de extremidade capeada compreendendo um roétulo

detectéavel, a quantidade ou a posicdo do polimero e/ou da

porcdo (por exemplo, agente ativo) de interesse ao qual o

25 polimero ¢é acoplado podem ser determinadas usando um

detector apropriado. Tais rdétulos incluem, sem limitacdo,

fluorescentes, gquimioluminescentes, porcdes usadas na

rotulagem de enzima, colorimétricos (por exemplo,
tinturas), ions de metal, porcdes radioativas e
30 semelhantes. Detectores apropriados incluem fotdmetros,
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peliculas, espectrdmetros e semelhantes.

“N&o ocorrendo naturalmente”, no que diz respeito a
um polimero ou polimero soluvel em A&agua significa um
polimero que em sua totalidade ndo é encontrado na

5 natureza. Um polimero ou polimero soluvel em &gua néao
ocorrendo naturalmente podem, entretanto, conter uma ou
varias subunidades ou porc¢des de uma subunidade que ocorrem
naturalmente, contanto que a estrutura total do polimero
ndo seja encontrada na natureza.

10 O termo “polimero sollvel em agua” é qualquer polimero
que seja soltvel em A4Agua na temperatura ambiente.
Tipicamente, um polimero sollvel em &agua transmitird pelo
menos aproximadamente 75%, mais preferivelmente pelo menos
aproximadamente 95% de luz, transmitida pela mesma solucédo

15 apds a filtracdo. Em uma base de peso, um polimero soluvel
em agua serd preferivelmente pelo menos aproximadamente 35%
(em peso) soltvel em &gua, mais preferivelmente pelo menos
aproximadamente 50% (em peso) soltvel em &gua, ainda mais
preferivelmente aproximadamente 85% (em peso) soltvel em

20 dgua. E ainda mais preferido, entretanto, que o polimero
soltivel em &agua seja aproximadamente 95% (em peso) solluvel
em Agua, sendo mais preferido gque o polimero soltvel em
dgua seja completamente soluvel em Aagua.

O peso molecular no contexto de um polimero soltvel em

25 adgua da invencdo, tal como PEG, pode ser expresso Ou COomo
um peso molecular médio numérico ou um peso molecular
ponderal médio. Salvo indicac¢do contraria, todas as
referéncias ao peso molecular neste se referem ao peso
molecular ponderal médio. Ambas as determinacdes de peso

30 molecular, médio numérico e ponderal médio, podem ser
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medidas usando cromatografia de permeacdo de gel ou outras
técnicas de cromatografia liquida. Outros métodos para
medir valores de peso molecular podem igualmente ser
usados, tais como o uso de analise de grupo de extremidade
5 ou a medida de propriedades coligativas (por exemplo,
depressao do ponto de congelamento, elevacao do ponto de
ebulicdo, ou pressdo osmdbética), para determinar o peso
molecular médio numérico ou o uso de técnicas de
espalhamento de luz, ultracentrifugacdo ou viscometria para
10 determinar o peso molecular ponderal médio. Os polimeros da
invencdo sdo tipicamente polidispersos (isto é, o peso
molecular médio numérico e o peso molecular ponderal médio
dos polimeros ndo sdo iguais), possuindo baixos valores de
polidispersidade de preferivelmente menos do que
15 aproximadamente 1,2, mais preferivelmente menos do que
aproximadamente 1,15, ainda mais preferivelmente menos do
que aproximadamente 1,10, ainda mais preferivelmente menos
do que aproximadamente 1,05, e mais preferivelmente menos
do gue aproximadamente 1,03.

20 Como usado neste, o “acido carboxilico” é uma porcgdo

que tem um grupo funcional

O

I

~C-0OH

[igualmente representado como um “-COOH” ou -C(O)OH],
25 assim como porgdes que sdao derivadas de um acido
carboxilico, tais derivados incluindo, por exemplo, acidos
carboxilicos protegidos. Assim, a menos que o contexto
determine claramente de outra maneira, o termo &cido
carboxilico inclui n&do somente a forma &cida, mas também

30 ésteres correspondentes e formas protegidas. No que diz
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respeito aos grupos de protecdo adequados para um acido
carboxilico e qualquer outro grupo funcional descrito
neste, referéncia ¢é feita a Greene et al., “PROTECTIVE
GROUPS 1IN ORGANIC SYNTHESIS” 3% Edicdo, John Wiley and
5 Sons, Inc., New York, 1999.
Os termos “reativo” e “Yativado” quando usados
conjuntamente com um grupo funcional particular, se referem
a um grupo funcional reativo gque reage prontamente com um
eletr6filo ou um nucledfilo em outra molécula. Isto estd em
10 contraste com aqueles grupos que exigem catalisadores
fortes ou condic¢des de reacdo altamente impraticédveis a fim
de reagir (isto é, um grupo “ndo reativo” ou “inerte”).
O termos “protegido”, “grupo de protecdo” e “grupo
protetor” se referem a presenca de uma porgdo (isto é, o
15 grupo de protecdo) que impede ou blogqueia a reagdo de um
grupo funcional qgquimicamente reativo particular em uma
molécula sob determinadas circunstédncias de reacdo. O grupo
de protecdo variard dependendo do tipo de grupo funcional
quimicamente reativo que estd sendo protegido, assim como
20 das condicdes de reacdo a serem empregadas e da presenca de
grupos reativos ou de protecdo adicionais na molécula, se
existirem. Grupos de protecdo conhecidos na arte podem ser
encontrados em Greene et al., supra.
Como usado neste, o termo “grupo funcional” ou
25 gualquer sindénimo do mesmo se destina a abranger formas
protegidas do mesmo.
Os termos T“espacador” ou “porcdo espacadora” sao
usados neste para se referirem a um adtomo ou uma colecdo de
adtomos que aparecem opcionalmente entre uma porcdo e outra.

30 As porgdes espacadoras podem ser hidroliticamente estéveis
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ou podem incluir uma ou varias ligacdes fisiologicamente
hidrolisaveis ou enzimaticamente liberaveis.

Um “radical orgédnico” como usado neste inclui, por
exemplo, alquila, algquila substituida, alquenila, alquenila

5 substituida, alquinila, alguinila substituida, arila e
arila substituida.

“Alquila” se refere uma cadeia de hidrocarboneto,
variando tipicamente de aproximadamente 1 a 20 atomos de
comprimento. Tails cadeias de hidrocarboneto sdo saturadas

10 preferivelmente, mas ndo necessariamente, e podem ser
cadeias ramificadas ou retas, embora tipicamente a cadeia
reta seja preferida. Grupos alquila exemplares incluem
metila, etila, propila, butila, pentila, l-metilbutil, 1-
etilpropil, 3-metilpentil e semelhantes. Como usada neste,

15 “alquila” inclui cicloalquila quando trés ou mais atomos de
carbono sdo providos e uma alquila inferior.

“Alquila inferior” se refere a um grupo algquila que
contém de 1 a 6 a&tomos de carbono e pode ser de cadeia reta
ou ramificada, como exemplificado por metila, etila, n-

20 butila, iso-butila e tert-butila.

“Cicloalquila” se refere a uma cadeia de
hidrocarboneto ciclica saturada ou né&o saturada, incluindo
compostos ciclicos em ponte, fundidos, ou espiro,
preferivelmente formados por 3 a aproximadamente 12 &tomos

25 de carbono, mais preferivelmente 3 a aproximadamente 8
adtomos de carbono.

“Substituintes ndo interferentes” sdo aqueles grupos
que, quando presentes em uma molécula, sdo tipicamente ndo-
reativos com outros grupos funcionais contidos dentro da

30 molécula.

Petica0 870210093702, de 11/10/2021, pag. 27/79



13/59

O termo “substituido” como em, por exemplo, “alquila
substituida”, se refere a uma porgdo (por exemplo, um grupo
alquila) substituida por um ou varios substituintes néo
interferentes, tais como, entre outros: C3-Cg cicloalqguila,

5 por exemplo, ciclopropila, ciclobutila e semelhantes; halo,
por exemplo, fluoro, cloro, bromo e iodo; ciano; alcdxi,
fenil inferior; fenil substituido, e semelhantes, para um
ou mais &atomos de hidrogénio. “Arila substituida” é arila
que tem um ou vVvarios grupos ndo interferentes como um

10 substituinte. Para substituicdes em um anel fenil, os
substituintes podem estar em qualquer orientacdo (isto é,
orto, meta ou para). “Ambébnio substituido” é ambénio gque tem
um ou vVvAarios grupos nédo interferentes (por exemplo, um
radical orgénico) como um substituinte.

15 “Alcdodxi” se refere a um grupo -0-R, onde R é alquila
ou algquila substituida, preferivelmente algquila Ci-Czo (por
exemplo, metoxi, etoxi, propiloxi, benzol, etc.), mais
preferivelmente algquila Ci-Cs.

Como usado neste, “alquenila” se refere a um grupo

20 hidrocarboneto ramificado ou ndo ramificado de 2 a 15
dtomos de comprimento, contendo pelo menos uma ligacdo
dupla. Alquenila exemplar inclui (sem limitacé&o) etenila,
n-propenila, isopropenila, n-butenila, iso-butenila,
octenila, decenila, tetradecenila e semelhantes.

25 O termo “alguinila” como usado neste se refere a um
grupo hidrocarboneto ramificado ou ndo ramificado de 2 a 15
adtomos de comprimento, contendo pelo menos uma ligacédo
tripla. Alquinila exemplar inclui (sem limitacdo) etinila,
n-butinila, iso-pentinila, octinila, decinila, e assim por

30 diante.
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“Arila” significa um ou varios anéis aromaticos, cada
um de 5 ou 6 atomos de carbono no nutcleo. Arila inclui
anéis arila maltiplos que podem ser fundidos, como em
naftil, ou ndo fundidos, como em bifenila. Anéis arila

5 podem igualmente ser fundidos ou ndo fundidos com um ou
varios anéis de hidrocarboneto c¢iclico, heteroarila ou
anéis heterociclicos. Como wusado neste, “arila” inclui
hetercarila. Uma porcdo contendo aromdtico (por exemplo,
Arl, Ar?, e assim por diante), significa uma estrutura que

10 contém arila.

“Heteroarila” é um grupo arila gque contém de um a
quatro heterodtomos, preferivelmente N, O, ou S, ou uma
combinacéo dos  mesmos. Os anéis heterocarila  podem
igualmente ser fundidos com um ou varios anéis de

15 hidrocarboneto ciclico, heterociclico, arila ou
heteroarila.

“Heterociclo” ou “heterociclico” significa um ou
varios anéis de 5-12 4tomos, preferivelmente 5-7 &tomos,
com ou sem insaturacdo ou carater aromatico e tendo pelo

20 menos um atomo do anel gque ndo é um carbono. Heterodtomos
preferidos incluem enxofre, oxigénio e nitrogénio.

“Heteroarila substituida” é hetercarila tendo um ou
varios grupos ndo interferentes como substituintes.

“Heterociclo substituido” é um heterociclo que tem uma

25 ou varias cadeias laterais formadas de substituintes néo
interferentes.

“Eletrdéfilo” se refere a um ion ou atomo ou colecdo de
atomos, que podem ser iénicos, tendo um centro
eletrofilico, isto &, um centro que procura elétron capaz

30 de reagir com um nucledéfilo.
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“Nucledfilo” se refere a um ion ou um atomo ou colecédo
de 4tomos que podem ser i1idnicos tendo um centro
nucleofilico, isto é, um centro que procura um centro
eletrofilico ou com um eletrdédfilo.

5 Uma ligacdo “fisiologicamente clivavel” assim como uma
“hidrolisavel” é uma ligacdo relativamente fraca que reage
com agua (isto &, ¢ hidrolisada) sob circunsténcias
fisioldgicas. A tendéncia de uma ligacgdo hidrolisar em agua
dependerd n&o somente do tipo geral de ligacdo que conecta

10 dois &tomos centrais, mas igualmente dos substituintes
unidos a estes 4&tomos centrais. Ligagdes hidrolisaveis
exemplares incluem, entre outras, éster carboxilato, éster
fostato, anidrido, acetal, <cetal, éter aciloxialquila,
imina e ésteres orto.

15 Uma “ligacdo liberavel” inclui, mas ndo é limitada a,
uma ligacéo clivavel fisiologicamente, uma ligacéo
hidrolisavel e uma ligagdo enzimaticamente degradavel.
Assim, wuma “ligacd&o liberéavel” ¢é uma ligacdo dgue pode
sofrer ou hidrdélise ou clivagem por algum outro mecanismo

20 (por exemplo, enzima-catalisado, &cido-catalisado, base-
catalisado, e assim por diante) sob circunstéancias
fisioldgicas. Por exemplo, uma “ligacdo 1liberavel” pode
envolver uma reacdo de eliminacdo que tenha uma abstracéo
base de um prdéton, (por exemplo, um atomo de hidrogénio

25 ionizavel, Ha), como a forgca motriz. Para as finalidades
deste, uma “ligacdo liberavel” é sinbnima de uma “ligacéo
degradéavel”.

Uma “ligacdo liberéavel enzimaticamente” significa uma
ligacdo que estd sujeita a degradacdo por uma ou vVvAarias

30 enzimas.
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Uma ligacdo ou unido “hidroliticamente estavel” se
refere a uma ligacdo quimica, tipicamente wuma ligacdo
covalente, que ¢ substancialmente estavel em &gua, o que
quer dizer, nao sofre hidrélise sob circunsténcias

5 fisioldégicas em nenhum grau apreciavel durante um periodo

prolongado de tempo. Exemplos de ligacgdes hidroliticamente

estdveis incluem, entre outros, o0s seguintes: ligacgdes
carbono-carbono (por exemplo, em cadeias alifaticas),
éteres, amidas e semelhantes. Geralmente, uma ligacéo

10 hidroliticamente estdvel é uma que exibe uma taxa de
hidrbélise de menos do que aproximadamente 1-2% por dia sob
circunstédncias fisioldégicas. As taxas de hidrdélise de
ligagdes quimicas representativas podem ser encontradas na
maioria dos livros texto padrdo de quimica. Deve-se

15 salientar gque algumas ligac¢des podem ser hidroliticamente
estdveis ou hidroliséaveis dependendo (por exemplo) dos
atomos adjacentes e circunvizinhos e das circunsténcias
ambientais. Aqueles versados na técnica podem determinar se
uma dada ligagdo ou unido é hidroliticamente estdvel ou

20 hidrolisavel em um contexto dado, por exemplo, colocando
uma molécula contendo a ligacéao de interesse sob
circunstdncias de interesse e testando para a evidéncia de
hidrbélise (por exemplo, a presenca e a quantidade de duas
moléculas resultantes da clivagem de uma Unica molécula).

25 Outras abordagens conhecidas daqueles versados na técnica
para determinar se uma ligacao ou unido dada é
hidroliticamente estdvel ou hidrolisédvel podem igualmente
ser usados.

Os termos “agente ativo”, “agente Dbiologicamente

30 ativo” e “agente farmacologicamente ativo” sdo usados
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permutavelmente neste e sdo definidos para incluir qualquer
agente, droga, composto, composicdo de matéria ou mistura
que forneca algum efeito farmacoldgico, frequentemente
benéfico, que pode ser demonstrado in vivo ou 1in vitro.
5 Isto inclui suplementos alimentares, nutrientes,
nutricéuticos, drogas, proteinas, vacinas, anticorpos,
vitaminas e outros agentes benéficos. Como usados neste,
estes termos incluem ainda qualquer substéncia
fisiologicamente ou farmacologicamente ativa que produz um
10 efeito localizado ou sistémico em um paciente.

“Excipiente farmaceuticamente aceitavel” ou “portador
farmaceuticamente aceitéavel” se refere a um excipiente que
pode ser incluido nas composicdes da invencdo e gque néo
cause nenhum efeito toxicoldgico adverso significativo ao

15 paciente.

“Quantidade farmacologicamente eficaz”, “quantidade
fisiologicamente eficaz” e “quantidade terapeuticamente
eficaz” sdo usadas permutavelmente neste para significar a
quantidade de um conjugado polimero-agente ativo -

20 tipicamente presente em uma preparacdo farmacéutica - que é
necessaria para fornecer um nivel desejado de agente ativo
e/ou conjugado na circulagdo sanguinea ou em um tecido
alvo. A quantidade exata dependerd de fatores numerosos,
por exemplo, o agente ativo particular, os componentes e as

25 caracteristicas fisicas da preparacao farmacéutica,
populacdo de paciente pretendida, consideracdes de paciente
e semelhantes, e pode prontamente ser determinada por
alguém de habilidade ordinadria na arte, baseado na
informacdo fornecida neste e disponivel na literatura

30 relevante.
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“Multifuncional” no contexto de um polimero significa
um polimero que tem 3 ou mais grupos funcionais contidos no
mesmo, onde o0s grupos funcionais podem ser 0SS mesmos ou
diferentes. Polimeros multifuncionais conterdo tipicamente

5 de aproximadamente 3 a 100 grupos funcionais, ou de 3 a 50
grupos funcionais, ou de 3 a 25 grupos funcionais, ou de 3
a 15 grupos funcionais, ou de 3 a 10 os grupos funcionais,
ou conteréo 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 grupos funcionais
dentro do polimero. Um polimero “difuncional” significa um

10 polimero que tem dois grupos funcionais contidos no mesmo,
ou o mesmo (isto é, homodifuncional) ou diferente (isto §&,
heterodifuncional).

“Ramificado” com referéncia a geometria ou estrutura
total de um polimero, se refere a polimero que tem 2 ou

15 mais “bracos” de polimero. Um polimero ramificado pode
possuir 2 bracos de polimero, 3 bracos de polimero, 4
bracos de polimero, 6 bracos de polimero, 8 bracos de
polimero ou mais. Um tipo particular de polimero altamente
ramificado é um polimero dendritico ou dendrimero que, para

20 as finalidades da invencdo, ¢é considerado possuir uma
estrutura distinta daquela de um polimero ramificado.

Um polimero “dendrimero” ou dendritico é um polimero
monodisperso de tamanho globular em que todas as ligacgdes
emergem radialmente de um ponto de foco central ou nucleo

25 com um padrdo de ramificacdo regular e com unidades de
repeticdo que contribuem, cada uma, para um ponto de
ramificacdo. Dendrimeros exibem certas propriedades de
estado dendritico tais como encapsulamento do nucleo,
tornando-os Unicos em relacdo a outros tipos de polimeros.

30 Um reagente Dbasico ou acidico descrito neste inclui
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formas de sal neutras, carregadas e qualquer correspondente
das mesmas.
O termo “paciente” se refere a um organismo vivo que
sofre de ou ¢é inclinado a uma circunstdncia gque possa ser
5 impedida ou tratada pela administracdo de um conjugado da
maneira prevista neste, e inclui tanto seres humanos como
animais.
Como usado neste, “taxa de liberacdo de droga”
significa uma taxa (declarada como uma meia vida) em que
10 metade da gquantidade total de conjugados polimero-agente
ativo em um sistema clivard no agente ativo e em um residuo
polimérico.
“Opcional” e “opcionalmente” significam que a
circunsténcia subseqgiientemente descrita pode ou ndo pode
15 ocorrer, de modo que a descricdo inclui exemplos onde a
circunstdncia ocorre e exemplos onde ela ndo ocorre.
Como usado neste, o designador “halo” (por exemplo,
fluoro, cloro, iodo, bromo, e assim por diante) ¢é usado

geralmente quando o halogénio ¢é unido a uma molécula,

AN ”

20 embora o sufixo eto (por exemplo, fluoreto, cloreto,
iodeto, brometo e assim por diante) sejam usados quando o©
halogénio existe na sua forma idnica independente (por
exemplo, como quando um grupo de partida deixa uma
molécula) .

25 O termo “porcdao de Fator IX” como usado neste se
refere a uma porgdo que tem atividade de Fator IX. A porcgédo
de Fator IX igualmente terd pelo menos grupo amina adequado
para reacdo com um reagente polimérico. Tipicamente, embora

ndo necessariamente, a porcdo de Fator IX & uma proteina.

30 Além disso, o termo “porcdo de Fator IX” abrange tanto a
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porcédo de Fator IX antes da conjugacdo assim como o residuo
da porcédo de Fator IX depois da conjugacdo. Como sera
explicado em mais detalhes abaixo, aqueles versados na
técnica podem determinar se uma gqualquer dada porgdo tem
5 atividade de Fator IX. Como usado neste o termo “porcdo de
Fator IX” inclui proteinas modificadas deliberadamente
como, por exemplo, por mutagénese dirigida ao local ou
acidentalmente por meio de mutacgdes. O termo “porcdo de
Fator IX” igualmente inclui os derivados que tém de 1 a 6
10 locais adicionais de glicosilacdo, os derivados qgque tém
pelo menos um aminodcido adicional na extremidade do
terminal carbdéxi da proteina onde o(s) aminoacido(s)
adicional (is) inclui (em) pelo menos um local de
glicosilagcdo e os derivados que tém uma seqiiéncia de
15 aminoacido que inclui pelo menos um local de glicosilacéo.
No contexto da discussdo atual, deve-se reconhecer que
a definicdo de uma varidvel fornecida no que diz respeito a
uma estrutura ou férmula é aplicidvel a mesma variavel
repetida em uma estrutura diferente, a menos gque o contexto
20 determine de outra maneira.
Como indicado previamente, a invencdo atual compreende
(entre outras coisas) conjugados que tém uma ligacédo
liberavel.
Antes de descrever conjugados exemplares da invencéo,
25 serdo discutidas configuracdes de um polimero soluvel em
adgua e um grupo funcional capaz da reagir com um grupo
amino de um agente ativo para formar uma ligacdo liberéavel,
tal como uma ligacdo carbamato.
No que diz respeito a um dado polimero solGvel em

30 4gua, cada polimero soltvel em 4&gua (por exemplo, POLI,
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POLY! e POLY?) pode compreender qualquer polimero contanto
que o polimero seja soluvel em adgua e nédo-peptidico. Embora
seja preferivel um poli(etileno glicol), um polimero
solivel em &gua para O USO no presente podem ser, por
5 exemplo, outros polimeros sollveis em adgua tais como outros
poli(algquileno glicdis) [igualmente denominados
“poli (alguilenodxidos)”], tais como poli(propileno glicol)

(“"PPG”), copolimeros de etileno glicol e propileno glicol e

semelhantes, poli(dlcool olefinico),
10 poli(vinilpirrolidona), poli (hidroxialquilmetacrilamida),
poli (hidroxialgquilmetacrilato), poli (sacarideos),
poli (4cido o—hidroxi), poli(4dlcool de vinila),

polifosfazeno, polioxazolina, poli (N-acriloilmorfolino),
tal como descrito na patente dos EUA 5.629.384. O polimero
15 soltvel em agua pode ser um homopolimero, copolimero,
terpolimero, polimero de bloco ndo aleatdrio e polimero de
bloco aleatdério de gqualquer um dos antecedentes. Além
disso, um polimero soluvel em &gua pode ser linear, mas
pode igualmente ser de outras formas (por exemplo,
20 ramificado, bifurcado e semelhantes) como serd descrito em
detalhes adicionais abaixo. No contexto de estar presente
dentro de uma estrutura total, um polimero soluvel em Aagua

tem de 1 a aproximadamente 300 términos.
Nos exemplos onde o reagente polimérico compreende
25 dois ou mais polimeros soluveis em 4&gua, cada polimero
solivel em &agua na estrutura total pode ser o mesmo ou
diferente. Prefere-se, entretanto, que todos os polimeros
soltveis em A&agua na estrutura total sejam do mesmo tipo.
Por exemplo, prefere-se que todos os polimeros soluveis em

30 dgua dentro de uma estrutura dada sejam polimeros
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poli(etileno glicol).

Embora o peso molecular ponderal médio de qualquer
polimero soltvel em A&agua individual possa variar, o peso
molecular ponderal médio de qualquer dado polimero soluvel

5 em 4gua estard tipicamente na seguinte escala: 100 Daltons
a aproximadamente 150.000 D&ltons. Escalas exemplares,
entretanto, incluem pesos moleculares ponderais médios nas
seguintes escalas: na escala de aproximadamente 880 Daltons
a aproximadamente 5.000 Daltons; na escala maior de 5.000

10 Déaltons a aproximadamente 100.000 Daltons; na escala de
aproximadamente 6.000 Daltons a aproximadamente 90.000
Dadltons; na escala de aproximadamente 10.000 Daltons a
aproximadamente 85.000 Daltons; na escala de mais de 10.000
Daltons a aproximadamente 85.000 Daltons; na escala de
15 aproximadamente 20.000 Daltons a aproximadamente 85.000
Dadltons; na escala de aproximadamente 53.000 Daltons a
aproximadamente 85.000 Daltons; na escala de
aproximadamente 25.000 Déaltons a aproximadamente 120.000
Dadltons; na escala de aproximadamente 29.000 Daltons a
20 aproximadamente 120.000 Daltons; na escala de
aproximadamente 35.000 Daltons a aproximadamente 120.000
Dadltons; na escala de aproximadamente 880 Daltons a
aproximadamente 60.000 Daltons; na escala de
aproximadamente 440 Daltons a aproximadamente 40.000
25 Déaltons; na escala de aproximadamente 440 Daltons a
aproximadamente 30.000 Daltons; e na escala de
aproximadamente 40.000 Daltons a aproximadamente 120.000
Dadltons. Para qualquer dado polimero soluvel em &agua, PEGs
que tém um peso molecular em uma ou varias destas escalas

30 sdo preferidos.
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Pesos moleculares ponderais médios exemplares para o

polimero soltvel em 4&gua incluem aproximadamente 100
Dadltons, aproximadamente 200 Daltons, aproximadamente 300
Dadltons, aproximadamente 400 D&ltons, aproximadamente 440

5 Dadltons, aproximadamente 500 D&ltons, aproximadamente 600
Dadltons, aproximadamente 700 Dé&ltons, aproximadamente 750
Dadltons, aproximadamente 800 Daltons, aproximadamente 900
Dadltons, aproximadamente 1.000 Daltons, aproximadamente
1.500 Daltons, aproximadamente 2.000 Daltons,

10 aproximadamente 2.200 Daltons, aproximadamente 2.500
Dadltons, aproximadamente 3.000 D&altons, aproximadamente
4.000 Daltons, aproximadamente 4.400 Daltons,
aproximadamente 4.500 Daltons, aproximadamente 5.000
Dadltons, aproximadamente 5.500 Daltons, aproximadamente

15 6.000 Daltons, aproximadamente 7.000 Daltons,
aproximadamente 7.500 Daltons, aproximadamente 8.000
Dadltons, aproximadamente 9.000 D&altons, aproximadamente
10.000 Daltons, aproximadamente 11.000 Daltons,
aproximadamente 12.000 D&ltons, aproximadamente 13.000

20 Daltons, aproximadamente 14.000 Daltons, aproximadamente
15.000 Daltons, aproximadamente 16.000 Daltons,
aproximadamente 17.000 Déaltons, aproximadamente 18.000
Dadltons, aproximadamente 19.000 Dé&altons, aproximadamente
20.000 Daltons, aproximadamente 22.500 Daltons,

25 aproximadamente 25.000 Daltons, aproximadamente 30.000
Daltons, aproximadamente 35.000 D&altons, aproximadamente
40.000 Daltons, aproximadamente 45.000 Daltons,
aproximadamente 50.000 Daltons, aproximadamente 55.000
Dadltons, aproximadamente 60.000 Daltons, aproximadamente

30 ©65.000 Daltons, aproximadamente 70.000 Daltons, e
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aproximadamente 75.000 Daltons. As versdes ramificadas do
polimero soltvel em &agua (por exemplo, um polimero soluvel
em agua ramificado de 40.000 Daltons compreendido de dois
polimeros de 20.000 Daltons) tendo um peso molecular total

5 ponderal de qualquer um dos antecedentes podem igualmente
ser usadas.

O reagente polimérico usado para preparar o conjugado
compreenderd pelo menos um polimero sollvel em agua que tem
um tamanho total na escala adequada para a taxa desejada de

10 liberacdo do conjugado formado do mesmo. Por exemplo, um
conjugado que tem uma taxa de liberacédo relativamente longa
pode ser preparado a partir de um reagente polimérico que
tem um tamanho adequado para (a) circulacgdo prolongada
antes da liberacdo do agente ativo do conjugado, e (b)

15 depuracdo moderadamente rapida in vivo da espécie liberada
do conjugado mediante liberacdo do conjugado. Do mesmo
modo, quando o conjugado tem uma taxa de liberacéo
relativamente réapida, entdo, o reagente polimérico teria

tipicamente um peso molecular mais baixo.

20 Quando um PEG for wusado como of(s) polimero (s)
soltvel (is) em agua no reagente polimérico, o} PEG
compreende tipicamente um numero de mondmeros (OCH,CH2) [ou

monémeros (CH2CH20), dependendo de como o PEG é definido].
Como usado durante toda a descricdo, o numero de unidades

25 de repeticdo ¢é identificado pelo subscrito “n” em

“(OCH2CH2)n”. Assim, o valor de (n) cail tipicamente dentro
de uma ou vVvarias das seguintes escalas: de 2 a
aproximadamente 3400, de aproximadamente 4 a
aproximadamente 1500, de aproximadamente 100 a
30 aproximadamente 2300, de aproximadamente 100 a
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aproximadamente 2270, de aproximadamente 136 a
aproximadamente 2050, de aproximadamente 225 a
aproximadamente 1930, de aproximadamente 450 a
aproximadamente 1930, de aproximadamente 1200 a
5 aproximadamente 1930, de aproximadamente 568 a
aproximadamente 2727, de aproximadamente 660 a
aproximadamente 2730, de aproximadamente 795 a
aproximadamente 2730, de aproximadamente 795 a
aproximadamente 2730, de aproximadamente 909 a

10 aproximadamente 2730, e de aproximadamente 1.200 a
aproximadamente 1.900. Para qualquer dado polimero em que O
peso molecular seja conhecido, é possivel determinar o
numero de unidades de repeticdo (isto &, " n") dividindo o
peso molecular ponderal médio total do polimero pelo peso

15 molecular do mondmero de repeticéo.

Cada polimero soluvel em agua é tipicamente
biocompativel e nédo-imunogénico. No que diz respeito a
biocompatibilidade, uma substéncia é considerada
biocompativel se os efeitos benéficos associados com o uso

20 da substédncia sozinha ou com outra substéncia (por exemplo,
um agente ativo) em relagdo aos tecidos vivos (por exemplo,
administracdo a um paciente) compensam todos os efeitos
deletérios como avaliados por um clinico, por exemplo, um
médico. No que diz respeito a ndo-imunogenicidade, uma

25 substdncia ¢é considerada nédo-imunogénica se o uso da
substédncia sozinha ou com outra substédncia em relacdo aos
tecidos vivos ndo produz uma resposta imune (por exemplo, a
formacdo de anticorpos) ou, se uma resposta 1imune &
produzida, gque tal resposta ndo ¢é Jjulgada clinicamente

30 significativa ou importante como avaliada por um clinico. E
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particularmente preferido que os polimeros sollveis em agua
descritos neste assim como conjugados de agentes ativos e
dos polimeros sejam biocompativeis e ndo-imunogénicos.

Em uma forma util, PEG livre ou n&o 1ligado é um
polimero linear terminado em cada extremidade com grupos
hidroxila:

HO-CH2CH20- (CH2CH20) n» —CH2CH2-0OH

onde (m’) varia tipicamente de zero a aproximadamente
4.000, preferivelmente de aproximadamente 20 a
aproximadamente 1.000.

O polimero acima, alfa, omega-dihidroxilpoli(etileno
glicol) pode ser representado em breve forma como HO-PEG-OH
onde se compreende que o simbolo -PEG- pode representar a
seguinte unidade estrutural:

—CH2CH20- (CH2CH20) n» —CH2CH2—

onde (m’) é como definido acima.

Outro tipo de PEG livre ou ndo ligado util na invencéo
atual é metdxi-PEG-OH, ou mPEG resumidamente, em que um
término é o grupo metdxi relativamente inerte, enquanto o
outro término é um grupo hidroxila. A estrutura de mPEG é
dada abaixo.

CH30-CH2CH20- (CH2CH20) nr —CH2CH2 -

onde (m’) é como descrito acima.

Moléculas de bracos multiplos ou ramificadas de PEG,
tais como aquelas descritas na patente dos EUA 5.932.462
podem igualmente ser wusadas como o polimero PEG. Por
exemplo, o PEG pode ter a estrutura:

poly,;—P
R'—C—

|
polyy,—Q
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onde:
polya e polyp sdo espinhas dorsais de PEG (ou o mesmo
ou diferente), tal como metdxi poli(etileno glicol);
R’’ é uma porcdo ndo reativa, tal como H, metila ou
5 uma espinha dorsal de PEG; e
P e Q sdo ligacdes ndo reativas. Em uma configuracéo
preferida, 0o polimero ramificado de PEG ¢é metdxi
poli(etileno glicol) di-substituido lisina.
Além disso, o PEG pode compreender um PEG bifurcado.
10 Um exemplo de um PEG bifurcado 1livre ou ndo ligado é

representado pela seguinte foérmula:

Z
/
PEG-X-C-H
\
Z
15 onde X sdo uma porgdo espacadora e cada Z é um grupo
terminal ativado ligado ao CH por uma cadeia de &atomos de
comprimento definido. A cadeia de A&tomos que ligam os
grupos funcionais 72 ao &tomo de carbono de ramificacdo
serve como um grupo de amarracdo e pode compreender, por
20 exemplo, cadeias alquila, cadeias éter, cadeias éster,
cadeias amida e combinacdes das mesmas. A patente dos EUA
6.362.254 revela varias estruturas bifurcadas de PEG
capazes de uso na invencdo atual.
O polimero PEG pode compreender uma molécula de PEG
25 pendente gue tem grupos reativos, tais como carboxila,
unidos covalentemente ao longo do comprimento do PEG ao
invés de na extremidade da cadeia de PEG. Os grupos
reativos pendentes podem ser unidos ao PEG diretamente ou

por meio de uma porcdo espacadora, tal como um grupo

30 alquileno.
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Além das formas descritas acima de PEG, cada polimero
soluvel em agua no reagente polimérico pode igualmente ser
preparado com uma ou varias ligacgdes fracas ou liberaveis
no polimero, incluindo gqualquer um dos polimeros acima

5 descritos. Por exemplo, o PEG pode ser preparado com
ligacdes éster no polimero que sdo sujeitas a hidrdélise.
Como mostrado abaixo, esta hidrdlise conduz a clivagem do
polimero em fragmentos de mais baixo peso molecular:

-PEG-CO2-PEG- + H,O — -PEG-CO2H + HO-PEG-

10 Outras 1ligagdes hidroliticamente degradéaveis TUteis
como uma ligacdo degradavel dentro de uma espinha dorsal de
polimero, incluem 1ligag¢des carbonato; ligacdes imina
resultando, por exemplo, da reacdo de uma amina e um
aldeido (veja, por exemplo, Ouchi et al. (1997) Polymer

15 Preprints 38(1): 582-3); ligacdes éster de fosfato
formadas, por exemplo, reagindo um &lcool com um grupo
fosfato; ligacdes hidrazona que sdo formadas tipicamente
pela reacdo de uma hidrazida e um aldeido; ligacdes acetal
que s&o formadas tipicamente pela reacdo entre um aldeido e

20 um &lcool; ligagdes orto éster que, por exemplo, s&o
formadas pela reacdo entre um formato e um &lcool; ligacgdes
amida formadas por um grupo amina, por exemplo, em uma
extremidade de um polimero tal como PEG, e um grupo
carboxila de outra cadeia de PEG; ligac¢des uretano formadas

25 da reagdo de, por exemplo, um PEG com um grupo terminal
isocianato e um 4&lcool de PEG; ligacdes de peptideo
formadas por um grupo amina, por exemplo, em uma
extremidade de um polimero tal como PEG, e um grupo
carboxila de um peptideo; e ligagdes de oligonucleotideo

30 formadas, por exemplo, por um grupo fosforamidita, por
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exemplo, no fim de um polimero e um grupo 5’ hidroxila de
um oligonucleotideo.

E compreendido por aqueles versados na técnica que o
termo poli(etileno glicol) ou PEG representa ou inclui

5 todas as formas acima de PEG.

Aqueles versados na técnica reconhecerdo dque a
discusséo antecedente a respeito de polimeros
substancialmente solGveis em agua ¢é de nenhuma maneira
exaustiva e ¢é meramente ilustrativa, e que todos o0s

10 materiais poliméricos que tém as qualidades descritas acima
estdo contemplados. Como usado neste, o termo “polimero
soltivel em agua” se refere tanto a uma molécula assim como
ao residuo do polimero soltvel em agua que foi unido a
outra porcdo. A seguinte descricdo de um polimero soluvel

15 em &gua é aplicavel ndo somente ao reagente polimérico, mas
aos correspondentes conjugados formados usando o0s reagentes
poliméricos descritos.

O grupo funcional dos reagentes poliméricos wusados
para formar os conjugados descritos neste é um grupo

20 funcional capaz da reagir com um grupo amino de um agente
ativo para formar uma ligacdo liberédvel, tal como uma
ligacdo carbamato. A invencdo ndo é limitada no que diz
respeito ao grupo funcional especifico contanto que o grupo
funcional seja capaz de reagir com um grupo amino de um

25 agente ativo para formar uma ligacdo liberavel, tal como
uma ligacdo carbamato. Grupos funcionais exemplares capazes
de reagir com um grupo amino de um agente ativo incluem
aqueles grupos funcionais selecionados do grupo que
consiste em carbonatos ativos tais como N-succinimidil, 1-

30 benzotriazolil, imidazola, haletos de carbonato (tais como
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cloreto de carbonato e Dbrometo de carbonato), fenolatos
(tais como, p-nitrofenolato) e assim por diante. Também,
como um exemplo especial, se o agente ativo estd disponivel
com O grupo ativo amina convertido em um grupo do
isocianato ou isotiocianato, entdo, o grupo funcional do
reagente polimérico pode ser hidroxila uma vez que a reacdo
destes componentes fornece uma ligacdo carbamato liberavel.

Os reagentes poliméricos exemplares serdo discutidos
agora em mais detalhes. Deve-se recordar que embora a
estereoquimica ndo seja mostrada especificamente em nenhuma
férmula ou estrutura (seja para um reagente polimérico,
conjugado, ou qualquer outra férmula ou estrutura), as
férmulas e as estruturas fornecidas contemplam tanto
enantidmeros assim  como composicdes que compreendem
misturas de cada enantidmero em quantidades iguais (isto &,
uma mistura racémica) e em quantidades desiguais.

Um reagente polimérico exemplar tem a seguinte

estrutura PDLYLX‘

\\;“1/JRan
\ /

. q
-2 4 !‘\IR&?]D

POLY —? '

onde:

POLY! é um primeiro polimero soluvel em agua;

POLYZ2 & um segundo polimero soluvel em Aagua;

Xl é uma primeira porcdo espacadora;

X2

D~

uma segunda porcao espacadora;

(O

Hy € um atomo de hidrogénio ionizavel;

RI

(O

H ou um radical orgénico;

RZ

(O

H ou um radical orgénico;
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(a) é zero ou um;
(b) é zero ou um;
Rel, quando presente, é um primeiro grupo de alteracéo
de elétron;
5 Re2, qguando presente, é um segundo grupo de alteracdo
de elétron; e
(FG) é um grupo funcional capaz de reagir com um grupo
amino de um agente ativo para formar uma ligacdo liberavel,
tal como uma ligacdo carbamato.
10 Os reagentes poliméricos exemplares recaem dentro das

seguintes férmulas:

HMN
' . _Wk-UFEGJH
15 _ CR")R?)FG) )
Joollis
[
m.pggq"“va\)j‘ﬁ O Y"\_orEGm
: C(R')(R¥)(FG) e

20 H
m-PEGO™ ~~N.__p

@QO P,
HN_W&-DPEGJH

»

C{R")(R?}(FG)
onde, em cada exemplo: (FG) é um grupo funcional capaz de
25 reagir com um grupo amino de um agente ativo para formar
uma ligacdo liberdvel, tal como uma ligagdo carbamato; Rl é
H ou um radical orgdnico; e R? é H ou um radical orgdnico;
Ainda outros reagentes poliméricos exemplares tém a
estrutura:

30
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X'-poLy?
Rﬂ R'|
|
C—(FG)
H, |
Reﬂ Rz
X2-POLY?

onde cada um de POLY!, POLY?2, X!, X2, R, R?, Hq e (FG) é
como definido previamente, e Rel é um primeiro grupo de

alteracdo de elétron; e R®? é um segundo grupo de alteracédo
de elétron.

Ainda outros reagentes poliméricos exemplares caem
dentro das seguintes estruturas

%_JD-G HyC Ha={OCHC Hy) 00 Hy

NH

"%

D-CHCHz{0CHCHy)-OCH;

CHO QCII;L'H:O;"-EHzEHE-CI-\'j\NJj
H -
:
DgH
His /

MH
GHyO-{CHzGHz00-C H,-:Hru\/i " 3\
H o- __J'|'
o
<)

I~{_}3.r;|--a2|:::-|2..|;r:|-|: HLCH ), OCH,
O’)—/} )
NH
E"";D"CH!CHZD:IH-CHZWI-{JV"‘NM
H e

Q

CH30-{(CHaGHLD | CHyG g0~

M

5?—’0‘ Ni“'h—’ihlh"" oc HZGHT‘.OGHECHI]WDC H:!
J H A

e

4]

: o
H 4ﬁ\/\_/u\
N ifg 0-CH,CHDCH,CH,) O CHS
CHyD (CH,CH 0 )-GO~ I N Hr““\.... 2CH; LCH,
o 8]
]
N.-’ ‘--1{

eL_.-JEo 4]
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H

|
-
-0._0
mg e

o 4\
SOR e
(I TL

™ H——CHIGHAOGHCHz OCHy
Q

10
onde, para cada estrutura € em caaa éxemplo, (n) ¢é
independentemente um nimero inteiro de 4 a 1500.

Os reagentes poliméricos podem ser preparados em
qualguer numero de vezes. ConseqUentemente, as sinteses dos

15 reagentes poliméricos ndo sdo limitadas a técnica ou a
aproximacdo especifica usada em sua preparacgédo.

Em um método para preparar um reagente polimérico util
em preparar o0s conjugados descritos aqui, o método
compreende: (a) fornecer uma porcdo contendo aromatico que

20 carrega um primeiro local de fixacdo, um segundo local de
fixacdo e um terceiro local de fixacdo opcional; (b) reagir
um reagente de grupo funcional com o primeiro loc e e
fixacdo para conduzir ao primeiro local de fixacdo que
carrega um grupo funcional capaz de reagir com um Jgrupo

25 amino de um agente ativo e <resulta em uma ligacéo
liberavel, tal como um carbamato; e (c) reagir um polimero
soluvel em Agua que carrega um grupo reativo com o segundo
local de fixacdo e, quando presente, o terceiro local de
fixacdo opcional para conduzir (i) o segundo local de

30 fixagdo que carrega um polimero soltvel em &gua com uma
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porcdo espagcadora e (ii) o terceiro 1local de fixacéo

opcional, quando presente, carregando um segundo polimero

soluvel em agua com uma porcdo espacadora. Em alguns casos,

(b) é executado antes da etapa (c) gquando em outros
5 exemplos, (c) é executado antes da etapa (b).

Assim, neste método para preparar um reagente
polimérico, uma etapa exigida é (a) fornecer uma porgao
contendo aromadtico que carrega um primeiro local de
fixacdo, um segundo local de fixagdo e um terceiro local de

10 fixagcdo opcional. No contexto de uma preparacdo sintética,

compreende-se que "fornecendo" um material significa obter

o material (por exemplo, sintetizando-o ou obtendo-o
comercialmente). Uma porgdo contendo aromdtico exemplar,
para finalidades ilustrativas, é 9-hidroximetil-2,7-

15 diaminofluoreno, como mostrado abaixo.

HaN O.D NH;

HO

Esta porcdo contendo aromédtica, 9-hidroximetil-2,7-
20 diaminofluoreno, ¢é um exemplo de uma porgcdo contendo
aromatico que tem trés locais de fixacdo: um grupo
hidroxila na posicdo 9 e grupos amino em cada uma das
posigcdes 2 e 7. A porcdo contendo aromadtico pode ser
fornecida em uma forma de base ou sal. No que diz respeito
25 a 9-hidroximetil-2, 7-diaminofluoreno, ¢é possivel usar a
forma dihidrocloreto. Outras porgdes contendo aromatica
podem ser fornecidas através da preparacdo e/ou aquisicéo
sintética de um fornecedor comercial.
Fornecendo a porc¢do contendo aromdtica, outra etapa no

30 método inclui amplamente a etapa de reagir um polimero
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soluvel em &gua que carrega um grupo reativo com os locais
de fixagcdo na porgdo contendo aromatica. Aqui, qualquer
aproximagdo conhecida na técnica para unir um polimero
solivel em Agua a um ou mais locais de fixacdo na porcéo
5 contendo aromatico pode ser usada e o método ndo é limitado
a aproximacédo especifica. Por exemplo, um PEG reativo-amina
(tal como um mPEG com terminacdo éster de N-succinimidila,
por exemplo, da reacgdo de N-hidroxissuccinimida e CH3O-
CH2CH2—- (OCH2CH2) —OCH,CH,-0OCH,COOH com diciclohexil
10 carbodiimida (DCC) ou diisopropil carbodiimida (DIC) como
um agente de condensacdo e opcionalmente na presenca de uma

base) pode ser reagido com uma porcdo contendo aromatico

carregando amina tal como 9-hidroximetil-2, 7-
diaminofluoreno.
15 Em alguns casos, a reacdo do polimero soluvel em agua

que carrega um grupo reativo com a porgdo contendo
aromatico conduzird a todos os locais de fixacgdo possiveis
que tém o polimero soluvel em agua unido ao mesmo. Em tais
circunsténcias é necessario remover pelo menos um polimero
20 solivel em agua de modo que um local de fixacdo seja
disponivel para a reagdo com um reagente de grupo
funcional. Assim, por exemplo, a reacdo de mPEG com
terminacdo éster de N-succinimidila discutida no parégrafo
precedente com 0s resultados de 9-hidroximetil-2,7-
25 diaminofluoreno em uma mistura que compreende (a) uma
espécie que carrega dois polimeros sollveis em &gua, um em
cada um dos dois locais amina, e (b) uma espécie que
carrega trés polimeros soluveis em &agua, um em cada um dos
dois locais amina, e um no local hidroxila. Aqui, ¢é

30 possivel remover e coletar espécies mais elevadas de peso
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molecular usando cromatografia de exclusdo de tamanho. Além
disso, é possivel tratar a mistura a pH elevado [que trata,
por exemplo, a mistura ao hidréxido de 1litio (LiOH),
hidréxido de sédio (NaOH), hidréxido de potéassio (KOH)],

5 seguido pela cromatografia de troca ibnica (IEC). Em um ou
outro caso, o resultado é uma composicdo que contém na
maior parte 9-hidroximetil-2,7-diaminofluoreno que carrega
dois polimeros soluveis em &gua, um em cada um dos dois
locais amina. Um terceiro local hidroxila estd desse modo

10 disponivel ©para a reagdo com um reagente do grupo
funcional.

A etapa final é reagir um local reativo da porcgéo
contendo aromdtico com um reagente de grupo funcional. Uma
aproximacdo preferida é para reagir 9-hidroximetil-2,7-

15 diaminofluoreno contendo  hidroxila que carrega dois
polimeros soluveis em &gua, um em cada um dos dois locais
amina com trifosgénio seguido pelo tratamento com N-
hidroxissuccinimida. Desta maneira, um grupo funcional
capaz de reagir com um grupo amino de um agente ativo para

20 formar uma ligacgdo liberéavel, tal como uma ligacgdo
carbamato (neste caso, um "carbonato ativado") é formado no
local reativo contendo hidroxila.

Nenhuma matéria a qual a abordagem é usada, as etapas
do método sintético ocorrem em um solvente apropriado.

25 Aqueles versados na técnica podem determinar se qualquer
solvente especifico é apropriado para qualquer reacdo dada.
Tipicamente, entretanto, o solvente é preferivelmente um
solvente ndo polar ou um solvente aprdético polar. Os
exemplos ndo limitantes de solventes nédo polares incluem

30 benzeno, xileno, dioxano, tetrahidrofurano (THF), &alcool t-

Peticao 870210093702, de 11/10/2021, pag. 51/79



37/59

butilico e tolueno. Solventes ndo polares particularmente
preferidos incluem tolueno, xileno, dioxano,
tetrahidrofurano, e alcool t-butilico. Os solventes
apréticos polares exemplares incluem, entre outros, DMSO

5 (sulfdéxido de dimetila), HMPA (hexametilfosforamida), DMF
(dimetilformamida), DMA (dimetilacetamida), NMP (N-
metilpirrolidinona) .

Uma vez preparados, 0s reagentes poliméricos podem ser

isolados. Os métodos conhecidos podem ser usados para

10 isolar o reagente polimérico, mas o mesmo é particularmente
preferido para usar cromatografia, por exemplo,
cromatografia de exclusdo de tamanho. Alternadamente ou
além, o método inclui a etapa de purificar o reagente
polimérico uma vez que o mesmo ¢ formado. Além disso, os

15 métodos de purificagdo conhecidos na técnica podem ser
usados para purificar o reagente polimérico.

Os reagentes poliméricos s&do sensiveis a umidade e ao
oxigénio e sdo armazenados idealmente sob uma atmosfera
inerte, tal como sob argdénio ou sob nitrogénio, e em baixa

20 temperatura. Desta maneira, o0s processos potencialmente
degradativos associados com, por exemplo, oxigénio
atmosférico sdo reduzidos ou evitados inteiramente. Em
alguns casos, para evitar a degradacdo oxidativa, os
antioxidantes, tais como hidroxil tolueno butilado (BHT),

25 podem ser adicionados ao reagente polimérico antes do
armazenamento. Além disso, prefere-se minimizar a
quantidade de umidade associada com as condicdes de
armazenamento para reduzir reacdes prejudiciais
potencialmente associadas com agua, por exemplo, hidrdélise

30 do éster ativo. Além disso, prefere-se manter a obscuridade
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das condigdes de armazenamento a fim de impedir
determinados processos degradativos que envolvem a luz.
Assim, as condigdes de armazenamento preferidas incluem um
ou mais dos seguintes: armazenamento sob o argdnio seco ou

5 outro gads inerte seco; armazenamento em temperaturas abaixo
de aproximadamente -15°C; armazenamento na auséncia de luz;
e armazenamento com uma quantidade apropriada (por exemplo,
aproximadamente 50 a aproximadamente 500 partes por milh&o)
de um antioxidante tal como BHT.

10 Os reagentes poliméricos descritos acima sdo uteis
para a conjugacdo aos agentes biologicamente ativos. Por
exemplo, um grupo amino (por exemplo, amina primdria) em um
agente ativo reagird com o grupo funcional capaz de reagir
com um grupo amino de um agente ativo para formar uma

15 liberacédo, tal como uma ligagdo carbamato.

Os conjugados exemplares tém a seguinte estrutura:
LI
POLY }C\ _ /1Re1]a
A
/

=

20 P
2 f\( f\iﬁtﬂb

POLY — X2

onde:
POLY! é um primeiro polimero soluvel em agua;
POLY? & um segundo polimero soluvel em Aagua;
25 Xl é uma primeira porcdo espacadora;

X2

(O

uma segunda porcao espacadora;
Hy € um atomo de hidrogénio ionizavel;

H ou um radical orgénico;

(O

RI

H ou um radical orgénico;

(O

RZ

30 (a) & zero ou um;
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(b) é& zero ou um;
Rel, quando presente, é um primeiro grupo de alteracéo

de elétron;

D~

Re2, qguando presente, um segundo grupo de alteracdo
de elétron;

Yl & O ou S;

Y2 é O ou S; e

(F9) é um residuo de uma porcgdo de fator IX contendo

amina

Os conjugados exemplares incluem aqueles das seguintes

q?j-ﬂﬂﬁﬁrmﬂHﬁH:JmmHu

H

H-F
e

G} O-CHSHA{OCHSC Hah DT Hy

férmulas:

GH;Q-{EH:EHEU},,-CHECHZ-G\;\H
=)

S0H
MH
A
CHyO-(CH5CH0-CHaCH-0
i L{ HNH-F3
0 :
/_P-EH;CI—IT{GGHEGH:J,.-DCH;:,
H
H
] [a}
cho.{CHECHzcnn-CH;CHIMNWH NH-F9
H

H
CHyO-{CH;CH;0),-CHaCHy-0 N0

,?\/\iﬂwD-CHzEH:-{DCHzCHan-UCHn
H H

HH._O
Fg— '
o
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POUSH Py

M A AGH G H D0 S0 ) A

CHy0-(CHy CHo 0l CHyCHo- 07 N RADEE S
o

1
oy
=E—HNMH(D
0

IZ

5 CHA0 - (GHyGH0)y CHCH 0™ ™" N . 0, CH(BCH, CH), - OCH,

a 8]

pnauwhhﬁjﬂ

o

H
CHD-CHEH0), CHyEHE 0 =0

%O\Aﬂ“wwmwﬂwmwmm
H
Fa—H

10 o Coe

O.,_\ MH—F3
SOR!
e

ﬂ\rmmzmw:

15 onde, para cada estrutura e em cada exemplo, (n) &
independentemente um numero inteiro de 4 a 1500, e F9 é um
residuo de uma porcdo de fator IX contendo amina.

O agente Dbiologicamente ativo a gque um reagente
polimérico como descrito aqui pode ser conjugado, € um

20 agente biologicamente ativo contendo amina. Tipicamente, o
agente Dbiologicamente ativo sera uma macromolécula, tal
como um polipeptideo, tendo um peso molecular maior do que
aproximadamente 3.500 Daltons. Os polipeptideos
farmacologicamente ativos representam um tipo preferido de

25 agente biologicamente ativo. Deve-se compreender que para
finalidades da presente discussdo, o termo “polipeptideo”
serd genérico para oligopeptideos e proteinas. No que diz
respeito aos polipeptideos, a amina a qual o reagente
polimérico se acopla pode ser uma cadeia lateral contendo

30 amina ou N-término de um aminodcido (tal como, lisina)
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dentro do polipeptideo.

A invencédo igualmente prevé um método de preparar um
conjugado que compreende a etapa de contatar um reagente
polimérico com um agente biologicamente ativo sob condicgdes

5 apropriadas para formar uma ligacdo covalente entre o
polimero e o agente biologicamente ativo. Tipicamente, o
polimero é adicionado ao agente ativo ou a superficie em
uma quantidade equimolar (no que diz respeito ao numero
desejado de grupos apropriados para a reagdo com O grupo

10 reativo) ou em um excesso molar. Por exemplo, o reagente
polimérico pode ser adicionado ao agente ativo alvo em uma
relacdo molar de aproximadamente 1: 1 (reagente polimérico:
agente ativo), 1.5:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 8:1, ou 10:
1. A reacdo de conjugacédo é permitida para proceder até que
15 substancialmente nenhuma conjugacdo mais adicional ocorra,
que pode geralmente ser determinada monitorando o progresso
da reacdo sobre o tempo. O progresso da reacdo pode ser
monitorado retirando aliquotas da mistura de reacdo em
varios pontos de tempo e analisando a mistura de reacédo
20 pela espectrometria de massa SDS-PAGE ou MALDI-TOF ou
qualquer outro método analitico apropriado. Uma vez gque um
platd ¢é alcancado no que diz respeito a quantidade de
conjugado formada ou a quantidade de polimero ndo conjugado
remanescente, a reacao é assumida estar completa.
25 Tipicamente, a reacdo de conjugacdo toma em qualquer lugar
dos minutos a diversas horas (por exemplo, 5 minutos a 24
horas ou mais). A mistura de produto resultante &
preferivelmente, mas ndo necessariamente, purificada para
separar reagentes em excesso, espécies multiconjugadas né&o

30 desejadas de reagentes ndo conjugados (por exemplo, agente
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ativo), e o polimero livre ou sem reacdo. Os conjugados
resultantes podem entdo ser mais caracterizados usando
métodos analiticos tais como, MALDI, eletroforese capilar,
eletroforese em gel, e/ou cromatografia.

5 No que diz respeito aos conjugados de agente ativo-
polimero, os conjugados podem ser purificados para
obter/isolar espécies conjugadas diferentes.
Alternativamente, e mais preferivelmente para polimeros de
peso molecular inferiores (por exemplo, menos do que

10 aproximadamente 20 kiloD&ltons, mais preferivelmente menos
do que aproximadamente 10 kiloD&ltons), a mistura do
produto pode ser purificada para obter a distribuicdo de
segmentos de polimero solUveis em &agua por agente ativo.
Por exemplo, a mistura do produto pode ser purificada para

15 obter uma média de em qualquer lugar de um a cinco PEGs por
agente ativo (por exemplo, polipeptideo). A estratégia para
a purificacdo da mistura de reacdo conjugada final
dependerd de um numero de fatores, incluindo, por exemplo,
o0 peso molecular do polimero empregado, o agente ativo

20 particular, o regime de dose desejado, e a atividade
residual e propriedades in vivo dos conjugados individuais.

Se desejados, os conjugados que tém pesos moleculares
diferentes podem ser isolados usando a cromatografia de
filtracdo de gel. Que quer dizer, cromatografia de

25 filtracdo de gel ¢é wusada para fracionar diferentemente
relacdes de agente ativo a polimero numeradas (por exemplo,
l-mer, 2-mer, 3-mer, e assim por diante, onde "l-mer"
indica polimero 1 a agente ativo, "2-mer" indica dois
polimeros a agente ativo, e assim por diante) com base em

30 seus pesos moleculares diferentes (onde a diferenca
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corresponde essencialmente ao peso molecular médio dos
segmentos de polimero soluvel em agua). Por exemplo, em uma
reacdo exemplar onde uma proteina de 100 kDa é conjugada
aleatoriamente a um reagente polimérico gque tem um peso
5 molecular de aproximadamente 20 kDa, a mistura de reacdo
resultante conterd provavelmente proteina n&do modificada
(MW 100 kDa), proteina mono-PEGilada (Mw 120 kDa),
proteina di-PEGilada (MW 140 kDa), e assim por diante.
Quando esta abordagem puder ser usada para separar o PEG e

10 os outros conjugados de polimero que tém pesos moleculares
diferentes, esta abordagem ¢é geralmente ineficaz para
separar os 1isbmeros posicionais que tém locais de fixacéo
do polimero diferentes dentro da proteina. Por exemplo, a
cromatografia de filtracdo de gel pode ser usada para

15 separar cada mistura das outras misturas de PEG l-mers, 2-
mers, 3-mers, e assim por diante, embora cada uma das
composicdes recuperadas PEG-mer possa conter PEGs unidos
aos grupos amino reativos diferentes (por exemplo, residuos
de lisina) dentro do agente ativo.

20 As colunas de filtracdo de gel apropriadas para
realizar este tipo de separacdo incluem Colunas Superdex™ e
Sephadex™ disponiveis de Amersham Biosciences (Piscataway,
NJ) . A selecdo de uma coluna particular dependerd da escala
de fracionamento desejada. A eluicdo é realizada geralmente

25 usando um tampdo apropriado, tal como, fosfato, acetato ou
similares. As fracdes coletadas podem ser analisadas por um
numero de métodos diferentes, por exemplo, (i) densidade
6tica (OD) a 280 nm por contetdo de proteina, (ii) anélise
da proteina de albumina de soro bovino (BSA), (iii) teste

30 de iodo para contetdo PEG [Sims et al. (1980) Anal.
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Biochem, 107:60-63], e (1iv) eletroforese em gel de
poliacrilamida de sulfato dodecil de sdédio (SDS PAGE),
seguidos manchando com iodeto de béario.
A separacdo de isdbmeros posicionais é realizada pela
5 cromatografia de fase reversa usando uma coluna Cl8 de
cromatografia liquida de alto desempenho-fase reversa (RP-
HPLC) (Amersham Biosciences ou Vydac) ou pela cromatografia
de troca idnica wusando uma coluna de troca idnica, por
exemplo, uma coluna de troca ibnica de  Sepharose™
10 disponivel de Amersham Biosciences. Qualgquer abordagem pode
ser usada para separar os isdmeros de agente ativo-polimero
que tém o mesmo peso molecular (isbmeros posicionais).
No que diz respeito a porcgdo de fator IX, a porcgdo de
fator IX Util para a presente invencgdo inclui qualqgquer
15 proteina que tiver a mesma atividade (embora néo
necessariamente o mesmo grau de atividade) que o fator
nativo, humano IX.
Como indicado previamente, o termo "porcdo de fator
IX" incluird a porcgédo de fator IX antes da conjugacdo assim
20 como a porcgdo de fator IX seguindo fixacdo a um polimero
soluvel em agua. Compreende-se, entretanto, que quando a
porcdo de fator IX é unida a um polimero soluvel em A&agua
ndo peptidico, a porcdo de fator IX é ligeiramente alterada
devido a presenca de uma ou mais ligacdes covalentes
25 associadas com a ligacdo ao polimero (ou porcdo espacadora
que ¢é unida ao polimero). Frequentemente, esta forma
ligeiramente alterada da porc¢cdao de fator IX unida a outra
molécula é referida a um "residuo" da porcdo de fator IX.
A porcdo de fator IX pode ser derivada de ou métodos

30 ndo recombinantes ou de métodos recombinantes e a invencao
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ndo é limitada nesta consideracdo. Além disso, a porg¢do de
fator IX pode ser derivada das fontes humanas ou das fontes
animais.
A  porcgao de fator IX pode ser derivada nao
5 recombinantemente. Por exemplo, a porcdo de fator IX pode
ser obtida de hemoderivados. Em particular, o fator IX pode
ser fracionado do ©plasma humano wusando técnicas de
precipitacdo e de centrifugacdo conhecidas aqueles versados
na técnica. Veja, por exemplo, Wickerhauser (1976)
10 Transfusion 16 (4): 345-350 e Slichter et al. (19706)
Transfusion 16 (6): 616-626. O fator IX pode igualmente ser
isolado dos granuldécitos humanos. Veja Szmitkoski et al.
(1977) Haematologia (Budap.) 11(1-2): 177-187.
A porcdo de fator IX pode ser derivada dos métodos
15 recombinantes. Por exemplo, a codificacdo do cDNA para o
fator nativo IX, que é uma porcdo de fator IX, foi isolada,
caracterizada, e clonada em vetores da expressdo. Veja, por
exemplo, Choo et al. (1982) "Molecular Cloning of the Gene
for Human Anti-hemophilic Factor IX", Nature, Vol. 299:
20 178-180, e Kurachi et al. (1982) "Isolation and
Characterization of a c¢DNA Coding for Human Factor IX",
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 79:6461-65.
Uma vez expressado, o fator nativo IX é uma uUnica
cadeia glicoproteina de aproximadamente 55.000 Daltons.
25 Pode-se estruturalmente considerar como ter quatro
dominios: o dominio rico em carboxiglutamato gama ou Gla;
regides tipo; peptideo de ativacédo; e local ativo.
No que diz respeito as porcgdes de fator IX, fragmentos
biologicamente ativos, variantes de delecdes, variantes de

30 substituicdo ou variantes de adigcdo de qualgquer um dos
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antecedentes que mantém pelo menos algum grau da atividade
de fator IX desejada pode igualmente ser usado.

O agente ativo pode vantajosamente ser modificado para
incluir um ou mais residuos de aminoédcido como, por

5 exemplo, lisine, cisteina e/ou arginina, a fim de fornecer
fixacdo féacil do polimero a um 4&atomo dentro da cadeia
lateral do aminoacido. As técnicas para adicionar residuos
de aminodcido s&do bem conhecidas por aqueles versados na
técnica. Referéncia é feita a J. March, Advanced Organic

10 Chemistry: Reactions Mechanisms and Structure, 4th Ed. (New
York: Wiley-Interscience, 1992).

O agente ativo pode ser obtido das fontes derivadas de
sangue. Por exemplo, o fator VIII pode ser fracionado do
plasma humano usando precipitacéao e técnicas de

15 centrifugacdo conhecidas por aqueles versados na técnica.
Veja, por exemplo, Wickerhauser (1976) Transfusion 16 (4):
345-350 e Slichter et al. (1976) Transfusion 16 (6): 616-
626. O fator VIII ©pode igualmente ser isolado dos
granuldécitos humanos. Veja Szmitkoski et al. (1977)

20 Haematologia (Budap.) 11 (1-2): 177-187.

Além disso, o agente ativo pode igualmente ser obtido
dos métodos recombinantes. Momentaneamente, os métodos
recombinantes envolvem construir o acido nucléico
codificando o polipeptideo ou fragmento desejado, clonando

25 o é4cido nucléico em um vetor de expressdo, transformando
uma célula hospedeira (por exemplo, bactérias, levedura, ou
célula mamifera tal como, célula de ovario de hamster
Chinés ou célula do rim de hamster bebé&), e expressando o
dcido nucléico para produzir o polipeptideo ou fragmento

30 desejado. Os métodos para produzir e expressar
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polipeptideos recombinates in vitro e em células
hospedeiras procaridticas e eucaridticas sdo conhecidos por
aqueles versados na técnica. Vide, por exemplo, a Patente
dos EUA N° 4.868.122.

5 Os agentes biologicamente ativos exemplares acima séo
significados para abranger, onde aplicédveis, anélogos,
agonistas, antagonistas, inibidores, isbmeros, e formas de
sal farmaceuticamente aceitédveis dos mesmos. Na referéncia
a peptideos e proteinas, a invencdo é pretendida abranger

10 formas sintéticas, recombinantes, nativas, glicosiladas, e
ndo glicosiladas, assim como fragmentos biologicamente
ativos dos mesmos. Além disso, o termo "agente ativo" é
pretendido para abranger o agente ativo antes da conjugacéo
assim como o "residuo" de agente ativo seguindo conjugacéo.

15 Para qualquer dada porcédo, ¢é possivel determinar se
essa porcdo tem a atividade de fator IX. Por exemplo,
diversas linhagens animais foram produzidas
intencionalmente com a mutacdo genética para a hemofilia
tal que um animal produzido de tal linhagem tem niveis

20 muito baixos e insuficientes de fator IX. Tais linhagens
sdo disponiveis de uma variedade de fontes como, entre
outras, a Diviséao dos Laboratdérios e Pesquisa,
Departamentos de Nova York de Saude Publica, Albany, NY e o
Departamento de Patologia, Universidade da Carolina do

25 Norte, Chapel Hill, NC. Ambas as fontes, por exemplo,
fornecem os caninos que sofrem da hemofilia canina B. A fim
de testar a atividade de fator IX de qualquer dada porcgédo
em questdo, a porcdo é injetada no animal doente, em um
corte pequeno feito e no tempo de sangramento comparado a

30 um animal doente tratado como um controle. Outro método
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util para determinar a atividade de fator de IX &
determinar o cofator e a atividade procoagulante. Veja, por
exemplo, Mertens et al. (1993) Brit. J. Haematol. 85: 133-
42. Outros métodos conhecidos por aqueles versados na

5 técnica podem igualmente ser usados para determinar se uma
dada porcédo tem atividade de fator IX. Tais métodos séao
Uteis para determinar a atividade de fator IX de ambas as
porcdes de fator IX propostas assim como o conjugado da
porcdo de Fator IX-polimero correspondente.

10 A presente invencdo igualmente inclui preparacdes
farmacéuticas que compreendem um conjugado como fornecido
aqui em combinacédo com um excipiente farmacéutico.
Geralmente, o prdéprio conjugado estara em uma forma sdlida
(por exemplo, um precipitado), que possa ser combinado com

15 um excipiente farmacéutico apropriado que possa estar ou na
forma sélida ou liquida.

Os excipientes exemplares incluem, entre outrosacéo,
aqueles selecionados do grupo consistindo em carboidrato,
sais 1inorgdnicos, agentes antimicrobiais, antioxidantes,

20 tensoativos, tampdes, 4acidos, Dbases, e combinacgcdes dos
mesmos.

Um carboidrato tal como um acucar, um acucar derivado
tal como um alditol, acido aldénico, um acucar
esterificado, e/ou um polimero de acUcar que pode estar

25 presente como um excipiente. Excipientes de carboidrato
especificos incluem, por exemplo: monossacarideos, tais
Ccomo frutose, maltose, galactose, glicose, D-manose,
sorbose e similares; dissacarideos, talis como lactose,
sacarose, trehalose, celobiose e similares;

30 polissacarideos, tais como o rafinose, melezitose,
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maltodextrina, dextranos, amidos e similares; e alditédis,
tals como manitol, xilitol, maltitol, lactitol, [sic:]
xilitol, sorbitol (glucitol), piranosil sorbitol,
mioinositol e similares.

5 O excipiente pode igualmente incluir um sal inorgénico
ou tampdo tal como &acido citrico, cloreto de sédio, cloreto
do potéssio, sulfato de sédio, nitrato de potéassio, fosfato
de sédio monobésico, fosfato de sédio dibésico, e
combinacdes dos mesmos.

10 A preparacdo pode igualmente incluir um agente
antimicrobial para impedir ou intimidar o <crescimento
microbiano. Os exemplos nao limitantes dos agentes
antimicrobiais apropriados para a presente invencdo incluem
cloreto de Dbenzalcdnio, cloreto de Dbenzetdnio, 4&lcool

15 benzilico, cloreto de cetilpiridinio, clorobutanol, fenol,
dlcool feniletilico, nitrato de fenilmercurio, timersol, e
combinacdes dos mesmos.

Um antioxidante pode estar presente na preparacéo
também. Os antioxidantes s&do usados para impedir oxidacdo,

20 impedindo desse modo a deterioracdo do conjugado ou de
outros componentes da preparacgdo. Os antioxidantes
apropriados para © uso na presente invencdo incluem, por
exemplo, palmitato de ascorbila, hidroxianisol butilado,
hidroxitolueno butilado, adcido hipofosforoso,

25 monotioglicerol, galato de propila, bissulfito de sdédio,
sulfoxilato de formaldeido de sdédio, metabissulfito de
sb6bdio e combinacdes dos mesmos.

Um tensoativo pode estar presente como um excipiente.
Os tensoativos exemplares incluem: polissorbatos, tais como

30 "Tween 20" e " Tween 80, " e plurdnicos tais como F68 e F88
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(ambos estdo disponiveis de BASF, Mount Olive, New-Jersey);

ésteres de sorbitano; 1lipideos, tais como fosfolipideos

tais como lecitina e outros fosfatidilcolinas,

fosfatidiletanolaminas (embora preferivelmente ndo na forma

5 lipossomal), &cidos graxos e ésteres graxos; esterdides,

tais como colesterol; e agentes de quelacdo, tais como

EDTA, zinco e outros tais cations apropriados.

Acidos ou Dbases ©podem estar presentes como um

excipiente na preparacgdo. Os exemplos ndo limitativos dos

10 dcidos que podem ser usados incluem aqueles Acidos

selecionados do grupo consistindo em &cido cloridrico,

dcido acético, dcido fosférico, dcido citrico, acido

malico, acido lactico, acido férmico, acido

tricloroacético, &cido nitrico, acido perclérico, acido

15 fosférico, &cido sulftrico, &acido fumdrico e combinacdes

dos mesmos. Os exemplos de bases apropriadas incluem, sem

limitacdo, Dbases selecionadas do grupo consistindo em

hidréxido de sdédio, acetato de sdédio, hidréxido de amdnio,

hidréxido de potéssio, acetato de amdnio, acetato de

20 potéssio, fosfato de sédio, fosfato de potéssio, citrato de

sébdio, formiato de sdédio, sulfato de sdbédio, sulfato de
potédssio, fumerato de potdssio e combinacdes dos mesmos.

As preparagdes farmacéuticas abrangem todos os tipos

de formulacdes e em particular aquelas que sdo adequadas

25 para injecédo, por exemplo, pds que podem ser reconstituidos

assim como suspensdes e solucgdes. A quantidade do conjugado

(isto é, o conjugado formado entre o agente ativo e o

polimero descrito aqui) na composicdo variard dependendo de

um numero de fatores, mas serd otimamente uma dose

30 terapeuticamente eficaz guando a composicdo é armazenada em
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um recipiente de dose de unidade (por exemplo, um frasco).
Além disso, a preparacdo farmacéutica pode ser abrigada em
uma seringa. Uma dose terapeuticamente eficaz pode ser
determinada experimentalmente pela administracdo repetida
5 das quantidades crescentes do conjugado a fim de determinar
que gquantidade produz um ponto de extremidade clinicamente
desejado.
A quantidade de qualquer excipiente individual na
composicdo variard dependendo da atividade do excipiente e
10 das necessidades particulares da composicdo. Tipicamente, a
quantidade o¢6tima de gqualquer excipiente individual ¢é
determinada com a experimentacdo rotineira, isto ¢&,
preparando as composicgdes que contém as quantidades de
variacdo do excipiente (que wvaria do ponto Dbaixo a
15 elevacédo), examinando a estabilidade e outros parémetros, e
determinando entdo a escala em que o desempenho oétimo é
alcancado sem efeitos adversos significativos.
Geralmente, entretanto, o excipiente estard presente
na composig¢do em uma quantidade de aproximadamente 1% a
20 aproximadamente 99% em peso, preferivelmente de
aproximadamente 5%-98% em peso, mais preferivelmente de
aproximadamente 15-95% em peso do excipiente, com
concentracdes menores que 30% em peso o mais preferido.
Estes excipientes farmacéuticos antecedentes junto com
25 outros excipientes sdo descritos em "Remington: The Science
& Practice of Pharmacy", 19th ed., Williams & Williams,
(1995), "Physician's Desk Reference", 52nd ed., Medical
Economics, Montvale, NJ (1998), e Kibbe, A.H., Handbook of
Pharmaceutical Excipients, 3rd Edition, American

30 Pharmaceutical Association, Washington, D.C., 2000.

Peticaio 870210093702, de 11/10/2021, pég. 66/79



52/59

As preparacdes farmacéuticas da presente invencdo séo
tipicamente, embora ndo necessariamente, administradas
através da 1injecdo e sdo conseqgilentemente solugdes ou
suspensdes geralmente liquidas 1imediatamente antes da

5 administracdo. A preparacdo farmacéutica pode igualmente
tomar outras formas tais como =xaropes, cremes, pomadas,
comprimidos, pds e similares. Outros modos de administracéo
sdo incluidos igualmente, como pulmonar, retal,
transdérmico, transmucosal, oral, intratecal, subcuténeo,

10 intra-arterial e assim por diante.

Como descrito previamente, os conjugados podem ser
administrados parenteralmente pela injecdo intravenosa, ou
menos preferivelmente por injecdo intramuscular ou
subcutdnea. Os tipos apropriados de formulagcdo para a

15 administracdo parenteral incluem solugdes prontas para
injecdo, pds secos para a combinacdo com um solvente antes
do uso, suspensdes prontas para a 1injecdo, composicdes
insolGveis secas para a combinagdo com um veiculo antes do
uso e emulsdes e concentrados liquidos para a diluicéo

20 antes da administracdo, entre outros.

A invencédo igualmente fornece um método para
administrar um conjugado como fornecido aqui a um paciente
que sofre de uma condicdo que seja responsiva ao tratamento
com conjugado. O método compreende administrar, geralmente

25 através da injecdo, uma quantidade terapeuticamente eficaz
do conjugado (fornecido preferivelmente como parte de uma
preparacdo farmacéutica). O método da administracgdo pode
ser usado para tratar qualquer condicdo que possa ser
remediada ou impedida pela administracdo do conjugado

30 particular. Aqueles versados na técnica apreciardo que
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condig¢des um conjugado especifico pode eficazmente tratar.
A dose atual a ser administrada variara dependendo da
idade, peso, e condigcdo geral do individuo assim como a
severidade da condicdo que estd sendo tratada, o julgamento
5 do profissional de saude, e o conjugado que estd sendo
administrado. As quantidades terapeuticamente eficazes séo
conhecidas por aqueles versados na técnica e/ou séo
descritas nos textos e na literatura pertinentes da
referéncia. Geralmente, uma quantidade terapeuticamente
10 eficaz variard de aproximadamente 0.001 mg a 100 mg,
preferivelmente nas doses de 0.0l mg/dia a 75 mg/dia, e
mais preferivelmente nas doses de 0.10 mg/dia a 50 mg/dia.
A dosagem de unidade de qualquer dado conjugado
(fornecida outra vez, preferivelmente como parte de uma
15 preparacdo farmacéutica) pode ser administrada em uma
variedade de programacdes de dose dependendo do Jjulgamento
do clinico, necessidades do paciente, e assim por diante. A
programacdo de dose especifica serd conhecida por aqgqueles
versados na técnica ou pode ser determinada
20 experimentalmente usando métodos rotineiros. As
programagdes de dose exemplares incluem, entre outras,
administracdo cinco vezes por dia, quatro vezes por dia,
trés vezes por dia, duas vezes por dia, uma vez ao dia,
trés vezes por semana, duas vezes poOr semana, uma vez poOr
25 semana, duas vezes por més, uma vez por més, e qualquer
combinacdo dos mesmos. Uma vez que o ponto de extremidade
clinico foi alcancado, a administracdo da dose da
composicdo é interrompida.
Deve ser compreendido gque gquando a invencdo for

30 descrita conjuntamente com as configuracdes especificas
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preferidas dos mesmos, a descricdo antecedente assim como a
experimental que segue sdo pretendidas para ilustrar e néo
limitar o escopo da invencdo. Outros aspectos, vantagens e
modificacgdes dentro do escopo da invencdo serdo aparentes
5 aqueles versados na técnica a qual a invencdo pertence.
Todos os artigos, livros, patentes, publicacdes de
patente e outras publicacdes referidas aqui s&o por meio
deste incorporados pela referéncia em suas totalidades.
EXPERIMENTAL
10 A pratica da invencdo empregara, salvo indicacéo
contraria, as técnicas convencionais da sintese orgdnica e
similares, que sdo compreendidas por aqueles versados na
técnica e explicadas na literatura. Nos seguintes exemplos,
os esforcos foram feitos para assegurar a exatiddo no que
15 diz respeito aos nuUmeros usados (por exemplo, quantidades,
temperaturas, e assim por diante), mas algum erro
experimental e desvio devem ser incluidos. Salvo indicacéo
contriria, a temperatura estd nos graus Celsius e a presséo
estd ou perto da pressdo atmosférica no nivel do mar. Todos
20 os reagentes foram obtidos comercialmente salvo indicacgdo
contraria. Todo o NMR gerado foi obtido de um espectrdmetro
NMR de 300 ou 400 MHz fabricado por Bruker (Billerica, MA).
Todo processamento é realizado em vidro ou vasos revestidos
com vidro e o contato com vasos contendo metal ou
25 equipamento é evitado.
As seguintes abreviaturas serdo usadas.
Cromatografia liquida de alta pressdo HPLC.
Eletroforese em gel de poliacrilamida de
dodecilsulfato de sbédio SDS-PAGE

30 O fator IX usado nos seguintes exemplos é isolado da
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preparacdo comercialmente disponivel negociada sob a marca
BENEFIX® de fator recombinante IX (Wyeth, Madison NJ). A
solugdo 1isolada da proteina é armazenada em temperaturas
reduzidas.

Os reagentes poliméricos foram feitos de acordo com as
pesquisas basicas descritas na publicacdo do Pedido de
Patente dos EUA N° 2006/0293499 e tiveram as seguintes

estruturas:

H
CH30-{CHyCH,O),-CH,CHE-0 N0

mew O-CHyGHz-(OCH,CH;)-OGH;
o H H
T
o

"reagente polimérico A"

CHaCHa{OCHCH)-0CHy

W}NH
WH
cHamc:Hzcl-lzD;.ﬁHzl:I-:e-chmN
H H a \gD-

"reagente polimérico B"

Exemplo 1
Preparacdo do conjugado de fator IX (20.000 Da peso

molecular médio do peso do polimero total) (“liberacgéo

curta’”)

H
o]
EH3O-{CHaCHo0) - CHLCH2-0 <
Nm o ~O-CH;CHAOCH;CH;),-OCH;
N N
o
T
o

F9-NH

(onde F9 é& um residuo do fator IX)
Um frasco de Benefix® de fator IX (5,5 mg de fator IX,

Wyeth) foi removido do armazenamento de 4°C e deixado

Peticao 870210093702, de 11/10/2021, pag. 70/79



56/59

aquecer a temperatura ambiente. O pd liofilizado foi
ressuspendido como descrito na insercdo de pacote (10 mL de
agua estéril por frasco). Enquanto a solucdo de fator IX
foi ressolubilizada em uma placa oscilante, o reagente
5 polimérico A foi removido do armazenamento de -20°C e
aquecido a temperatura ambiente. O liquido ressuspendido
Benefix® foi trocado por tampdo em 1 x PBS + 1% Sacarose +
0,005% Tween 20 pH 7,3 usando uma coluna de 16/10 HiPrep
DeSalt da GE para remover a glicina na formulacdo. As
10 fracdbes da proteina foram coletadas e vertidas nos tubos
cbnicos de 50 mL para a reacdo da conjugacdo do reagente de
polimero. Uma relacdo molar em excesso de 9,34 (relativo ao
fator 1IX) do reagente polimérico A que tem um peso
molecular médio do peso do polimero total (isto &, a soma
15 do peso molecular médio do peso de cada “braco” de
polimero) de aproximadamente 40.000 Da que foi dissolvido
recentemente em 2 mM de HCl, foi introduzido lentamente com
pipeta na solugcdo de fator IX. Uma barra de agitagdo foi
adicionada a reacdo e a solucdo foil agitada em velocidade
20 baixa durante trés horas do processo de conjugacdo. A
reacdo fol entdo resfriada rapidamente pela adig¢do 1:100 de
glicina a 1 M em &agua, que fol entdo agitada delicadamente
em um agitador a temperatura ambiente por outros 30
minutos. Acredita-se que a adicdo da glicina deve ocorrer
25 dentro de 24 horas. A solucdo foi diluida por uma adicdo de
3:1 (volume) de 20 15 mM Bis-Tris pH 7,5 + 1% Sacarose + 10
mM Histidina + 0,005 % Tween 20. A solucdo foi misturada
bem por agitacdo suave, e o reagente polimérico A né&o
ligado na solucdo foi entdo removido pela cromatografia de

30 troca i1dénica. O fator conjugado IX foi eluido por um
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gradiente de NaCl. Uma “liberacdo curta” do conjugado de
fator IX foi desse modo preparada.
O procedimento Dbéasico foi repetido salvo que o
reagente polimérico A que tem um peso molecular médio do
5 peso do polimero total de aproximadamente 40.000 Da e
640,64 mg do reagente polimérico foram usados.

Exemplo 2
Preparagcdo do conjugado de fator IX (20.000 Da peso

molecular médio do peso do polimero total) (“liberacéo

10 longa”)

/_P{ HaCHa-{OCH;CHg)-OCH;

"»—/j%
MH
cH304cHicH;oLrCHQEHTJJNM,rmNjiE,ﬁE,j:N
H H o ﬁdH-FE

(onde F9 é um residuo do fator IX)

15

Um frasco do fator IX de Benefix® (5,5 mg de Fator IX,

Wyeth) foi removido do armazenamento de 4°C e foi deixado
aquecer a temperatura ambiente. O pd liofilizado foi

20 ressuspendido como descrito na insercdo de pacote (10 mL de
adgua estéril por frasco). Enquanto a solucdo do fator IX

foi ressolubilizada em uma placa oscilante, o reagente
polimérico B foi removido do armazenamento de -20°C e
aquecido a temperatura ambiente. O liquido ressuspendido

25 Benefix® foi trocado por tampdo em 1 x PBS + 1% Sacarose +
0,005 % Tween 20 pH 7.3 usando uma coluna de 16/10 HiPrep
DeSalt da GE para remover a glicina na formulagdo. As
fragdes da proteina foram coletadas e vertidas em tubos
cébnicos de 50 mL para a reacdo da conjugacdo do reagente do

30 polimero. Uma relacdo molar em excesso de 9,34 (relativo ao
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fator 1IX) do reagente polimérico B que tem um peso
molecular médio do peso do polimero total (isto é, a soma
do peso molecular médio do peso de cada “braco” de
polimero) de aproximadamente 40.000 Da que foi dissolvido
5 recentemente em 2 mM de HCl, foi introduzido lentamente com
pipeta na solucdo de fator IX. Uma barra de agitacdo foi
adicionada a reacdo e a solucdo foil agitada em velocidade
baixa durante trés horas do processo de conjugacdo. A
reacdo foi entdo resfriada bruscamente pela adigcdo 1:100 de
10 glicina a 1 M em &gua, gque entdo agitada delicadamente em
um agitador a temperatura ambiente por outros 30 minutos.
Acredita-se que a adigdo da glicina deve ocorrer dentro de
24 horas. A solucdo foi diluida por uma adicdo de 3:1
(volume) de 20 15 mM Bis-Tris pH 7.5 + 1% Sacarose + 10 mM
15 Histidina + 0,005 % Tween 20. A solucdo foi misturada bem
por agitacgdo suave, e o reagente polimérico B ndo ligado na
solucdo foi entdo removido pela cromatografia de troca
idénica. O fator conjugado IX foi eluido por um gradiente de
NaCl. Uma "“liberacdo longa” do conjugado de fator IX foi
20 desse modo preparada.

O procedimento Dbéasico foi repetido salvo que ©
reagente polimérico B que tém um peso molecular médio do
peso do polimero total de aproximadamente 40.000 Da e 400,4
mg do reagente polimérico foram usados.

25 Exemplo 3

Farmacocinética

A farmacocinética dos conjugados preparados de acordo
com os exemplos 1 e 2, cada um com um peso molecular médio
do peso do polimero total de 20.000 Da (junto com o fator

30 IX como um controle) foli determinada wusando técnicas
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convencionais. Brevemente, os ratos SD macho foram usados
(180 a 220 gramas; 6 a7 semanas de idade) e fornecidos uma
injecdo iv de 100 pL. Quatro animais por grupo foram usados
e o plasma de sangue coletado em varios pontos do tempo
5 (por exemplo, O, 1, 2, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 72 horas)
depois da injecéo.
Os resultados s&o fornecidos na tabela 1 abaixo, onde
V é volume de distribuicdo, CL é depuracdo total do plasma,
AUC é &rea sob a curva tempo-concentracdo do plasma, e Ti,2
10 beta é a meia-vida da fase terminal da eliminacdo. Uma
curva tempo-concentracdo foli preparada e é fornecida como
figura 1.
Tabela 1

Valores Farmacocinéticos Conjugados

15 Dose v oL AuC oz
|ugrka} Tratamanio imUkg) | {mLheikeg) | (ngimLhrikg) (hr
500 | Factor 1X 183.9 50.3 84315 2.4
500 Factor IX - "short relezse” 787 11.8 42480 8 89 |
500 | Factor IX - "long release” 442 28 170391.3 212
Ratics
Factor IX - "shor releaze” / Factor |K 0.42 0.20 5.04 3.77
Factor IX - "long release” / Factor [X 0.24 0.05 20.211 6,98
20
Factor IX - “short release”= Fator IX “liberacdo curta”

Factor IX - “long release”= Fator IX “liberacdo longa”

Exemplo 4
Atividade de Coagulacgéo

25 As atividades da coagulacdo in vitro dos conjugados
preparados de acordo com os exemplos 1 e 2, cada um com um
peso molecular médio do peso do polimero total de 20.000 Da
(junto com o fator IX como um controle) foram determinadas
usando técnicas convencionais. Os resultados sdo fornecidos

30 na figura 2.
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REIVINDICACOES

1. Composto de fator IX-poli(etileno glicol) com uma

ligagcdo liberavel caracterizado pelo fato de ter uma

estrutura selecionada de:

LS‘_—/o-cH,CH,-(OCH,cn-u,}.,-c}cr-l3

H

CHao-(CHZCHZO),.-CH,CH,-o\i”

NH-(Fg)

H-CH;CH;{OCH;CHz}n-OCHg
H

NH
CH30-(CH2CH20)n'CHzCH2'°\/\NL\/?\N NH-(F9)
L. |

H
CHAO-(CH,CH,0)-CH,CHp-0 =P

(o]
NE\/\/LN,VO-CHchz-(OCHZCHz)n-OCHg
(F8)—HN H H
Y
10 0 ;

CH30-(CH,CH;0)-CHaCHZ-0

o] o
H
YO UG PN S ———
H H
o}
L8]

(FQ)—-HN\‘(

0

PoUey
N N
CH30-(CH;CH;0),-CH,CH,-0” " 0-CH,CH,-(OCH,CHy),-OCHS;
o} 0
~°

15

(F9}—HN

o
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CH30-(CH,CH,0),-CH,CH,-0 A0

0
\V/\VJLN,\Q,O{}hCHE{OCHZCHﬂNOCHa

H
(Fg}—HN\TO

O

em que, para cada estrutura e em cada exemplo, (n) é
independentemente um numero inteiro de 4 a 1500 e (F9) é
uma proteina recombinante humana fator IX, em que “NH- (F9)”
representa um grupo amino da proteina do fator IX.

2. Composto, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que cada cadeia do polimero

poli(etileno glicol), CH30- (CH2CH20) n,—CH2CH,0-,
independentemente e em cada estrutura, possuli um peso
molecular ponderal médio entre 10.000 daltons a 85.000
daltons.

3. Composto, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de possuir a seguinte estrutura:

H
CH30-(CHCH;0),-CHzCHz-0 7N

H

(Fo)—N
o

4. Composto, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de possuir a seguinte estrutura:

/_/O—CH,CHr(OCHZCHzJ..-OCH;
‘3—/}%'
H
CH40-(CH,CH;0)y-CHCHz- O~ ,?\/\,?\
ﬁ H 0 _‘_{NH-(FS}
(o]
5. Método para preparar um composto fator IX-

poli(etileno glicol), conforme definido na reivindicacédo 1,

caracterizado pelo fato de compreender

(1) colocar em contato um excesso molar de um reagente
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polimérico selecionado do grupo que consiste em:

vcazcnz-{OCHZCHz)n-ocna
NH
0-—

0]
cnao.{CHzcnzop,.-cnchz-o\)\Nw
H
o\‘(
0

0 -

/_P-CHZCHZ-(OCHZCHz)n-OCHa
NH

NH
CH;0-(CHZCH;0)-CHaCHz O~ _~, ’?\/\iu o)
H H o \\{0-?
o

5
§
CH30-(CH2CH20)-CH,CHp-0 ©
o)
N ,ll\/\j\N,\/ 0-CH,CHy-(OCH,CH,),-OCH3
o o H H
&" )
= ;
0 0
1 I
N O-CH,CH~(OCH,CH,),-OCH
CH30 (CHZCHzo},\-CHZCH;-O/\/ HJ'I\/\./U\H/\V 2CHZ2-(OCH,CH;)y 3
o
o o
o)
%N/ \‘(
o o]
s
10
Powey.
N N
CH30~(CH,CH;0)y-CH,CH,-07 " 0-CH,CHy~(OCH,CHy),-OCH;
0° o}
o) (o]
&
o © :
15
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H
CH30-(CH,CH;0},-CH,CH,-0 AANLO

Sy

5 em que, para cada estrutura e em cada exemplo, (n) é

WO-CH;CH;-(OCH 2CH3),-OCH;
H

independentemente um numero inteiro de 4 a 1500,
com uma proteina recombinante humana fator IX para,
assim, formar uma ligacdo covalente liberdvel entre o
reagente polimérico e um grupo amino da proteina
10 recombinante humana fator IX, para formar um composto fator
IX-poli(etileno glicol) compreendido em uma mistura de
reacdo, em que o excesso do reagente polimérico é de 1,5:1
a 10:1 e a reacdo é realizada a temperatura ambiente, na
faixa de 20°C a 25°C,
15 (ii) separar o composto formado em (i) da mistura de
reacao, e
(iii) purificar o composto por cromatografia.

6. Composicédo caracterizada pelo fato de compreender o

composto, conforme definido em qualquer uma das

20 reivindicagbes 1 a 4, e um excipiente farmaceuticamente
aceitavel.

7. Composicdo, de acordo com a reivindicacédo 6,

caracterizada pelo fato de ser eficaz para melhorar a

atividade de coagulacéo sanguinea.
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