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CONJUGADO QUE COMPRENDE ERITROPOYETINA Y UNA ESTRUCTURA
POLIMERICA RAMIFICADA

Campo de la técnica

- La presente invencion esta relacionada con el campo de la biotecnologia, con las

ciencias biologicas y la industria farmacéutica, y en particular con la modificacion de
moléculas para mejorar su farmacocinética, aumentando su tiempo de vida ‘media
en sangre y su actividad biologica.

Estado de la técnica anterior

El empleo de biomoléculas para uso terapéutico en humanos se ha incrementado en
los ultimos anos, debido fundamentalimente a: (1) descubrimiento de nuevas
moléculas de proteinas y péptidos, (2) mejor entendimiento de los mecanismos de
accion in vivo, (3) mejoramiento en los sistemas de expresion de las proteinas y en
la sintesis de los péptidos y (4) mejoramiento en las formulaciones o en las
tecnologias de modificacion de moléculas, que permiten mejorar las propiedades
farmacodinamicas y farmacocinéticas.

El desarrollo tecnolégico en el campo de la liberacion modificada de farmacos ha
permitido la introduccién de un gran numero de sistemas que alteran la liberacion de
los farmacos inyectables, con la intencion de mejorar las propiedades
farmacodinamicas y farmacocinéticas de los agentes terapéuticos. Se pueden
producir nuevos sistemas de liberacion de farmacos a través de un cambio en la
formulacion (por ejemplo, productos de liberacidon continua o liposomas), o a través
de una adicidn a la molécula del farmaco, por ejemplo la peguilacion, que no es mas
que la union covalente de éste a una o mas moléculas de polietilenglicol (PEG).

Las nuevas formas de liberacion conllevan a un aumento del tiempo de vida media,
una disminucion en los efectos adversos, un incremento en la eficacia del
medicamento, y una mayor calidad de vida del paciente. Los sistemas de liberacion
continua liberan los farmacos de manera controlada y predeterminada, y son
apropiados especialmente para aquellos farmacos donde es importante evitar
grandes fluctuaciones en las concentraciones en el plasma.

La liberacion sistémica de moléculas empleando microesferas biodegradables ha
sido ampliamente estudiada debido a la proteccion a proteinas sensibles a la
degradacion y a la liberacidon prolongada o modificada (Sinha, V. R. and Trehan, A.
(2003). Biodegradable microspheres as protein delivery, J. Controlled Release,
90(3): 261-280).
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La peguilacion provee un método para la modificacién de proteinas terapéuticas,
con el proposito de minimizar muchas de las limitaciones farmacoldgicas de las
biomoléculas. Por ejemplo, el tiempo de vida media en sangre aumenta por varias
causas, entre ellas: el residuo polimérico puede impedir el ataque de proteasas; y el
reconocimiento del farmaco por el sistema inmune y el volumen hidrodinamico
significativamente superior del conjugado, respecto a la proteina nativa, hacen que
disminuya sensiblemente la filtracion por el rifién. A pesar de que en muchos casos
la actividad bioldgica in vitro de una proteina se ve afectada por la peguilacion, el
aumento sustancial del tiempo de vida en sangre hace que su accién terapéutica
sea mas efectiva (Harris J. M. y Chess R. B. (2003) Effect of pegylation on
pharmaceuticals. Nat. Rev. Drug Discov. 2:214-221). ‘
Otro de los beneficios de la peguilacién lo constituye el aumento de la estabilidad
fisica, debido a que esta bloquea estéricamente vias de degradacion inducidas por
interacciones hidrofdbicas y genera obstaculos estéricos no especificos que
disminuyen las interacciones intermoleculares involucradas en la inestabilidad
térmica de las proteinas. El aumento de la estabilidad fisica permite obtener
formulaciones mas estables (Harris J. M. y Chess R. B. (2003) Effect of pegylation
on pharmaceuticals. Nat. Rev. Drug Discov. 2:214-221).
Gracias al surgimiento de la segunda generacion de los PEG activados se pudo
contar con grupos que permitian una peguilacion mas selectiva (por ejemplo: el
grupo aldehido que se une preferentemente por el extremo N-terminal de las
proteinas) y estructuras ramificadas (Roberts M. J., Bentley M.D., Harris J.M. (2002)
Chemistry for peptide and protein PEGylation. Adv. Drug Deliv. Reviews 54:459—
476). Entre los PEG ramificados desarrollados estan ios monofuncionales de dos
ramas (Patente Nro. US 5,932,462), los tetrafuncionales de cuatro ramas, y los
octafuncionales de ocho ramas. Para la conjugacion de proteinas terapéuticas, los
PEG activados mas dtiles son los monofuncionales, porque evitan el
entrecruzamiento entre la proteina y el polimero de PEG. Los PEG ramificados
también tienen un efecto tipo sombrilla, que permite una mejor proteccion de la
superficie de la proteina.
El PEG monofuncional de dos ramas ha permitido la obtencion de un conjugado con
interferén alfa 2a que ha demostrado mejores resultados en la clinica que la
proteina nativa (Rajender Reddy K., Modi M.W., Pedder S. (2002). Use of
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peginterferon alfa-2a (40 KD) (Pegasys) for the treatment of hepatitis C. Adv. Drug
Deliv. Reviews 54:571-586).
Existen reportes de un gran numero de proteinas en las que se han aplicado las
diferentes tecnologias de liberacién modificada, entre las que se encuentra la
eritropoyetina (EPO) humana recombinante (EPO hr). La EPO es una glicoproteina
de 165 aminoacidos. Su peso molecular estimado utilizando electroforesis en gel de
poliacrilamida-dodecilsulfato  sodico (del inglés Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, abreviado SDS-PAGE) oscila entre 27 y 39 kDa
(Mikaye, T. et al. (1977). Purification of Human Erythropoietin. J. Biol. Chem. 252:
5558- 5564), en dependencia de su grado de glicosilacion.
En las investigaciones se ha comprobado que al retirar el estimulo hipdxico, el acido
ribonucleico mensajero (ARNm) de la EPO disminuye rapidamente en la sangre,
pudiendo ser indetectable a las 3 horas, lo que indica que su tiempo de vida media
es corto (Lacombe, C. et al. (1988). Peritubular cells are the site of erythropoietin
synthesis in the murine hypoxic kidney. J. Clin. Invest. 81:620-623; Koury, S.T. et al.
(1989). Quantitation of erythropoietin producing cells in kidneys. of mice by in situ
hybridation: Correlation with hematocrit, renal erythropoietin mRNA and serum
erythropoietin concentration. Blood 74: 645-651). Se estim6 que el tiempo de vida
media en plasma sanguineo de la EPO oscila entre 4 y 13 horas, este tiempo es
muy bajo si se compara con €l de otras moléculas de uso terapéutico. Esto hace que
un paciente que requiera del empleo de la hormona de forma regular deba:
inyectarse con frecuencia, para mantener los niveles de eritrocitos cercanos a los
normales (Spivak, J.L. 1992. The mechanism of action of erythropoietin: Erythroid
cell response. En: J.W. Fisher (Ed.) Biochemical Pharmacology of Blood and Blood-
Forming Organs. Springer-Verlag Berlin. Handbook of Experimental Pharmacology.
101: 49-114; Jelkmann, W. (1986). Renal Erythropoietin: Properties and Production.
Rev. Physiol. Biochem. Pharmacol. 104: 139-205).
Con el objetivo de aumentar el tiempo. de vida medio de la EPO hr se han realizado
mutaciones a la molécula para aumentar los sitios de N-glicosilacién (Burke, Paul
(2003). Device for the sustained release of aggregation-stabilized, biologically active
agent. Solicitud de Patente en Estados Unidos Nro. 20030133979), se ha
encapsulado en microesferas (Morlock M, et al. (1998). Erythropoietin loaded
microspheres prepared from biodegradable LPLG-PEO-LPLG triblock copolymers:

protein stabilization and in-vitro release properties. J Control Release 4; 56 (1-3):
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105-115) y en liposomas (Moriya H, et al. (1997). Pharmacokinetic and
pharmacological profiles of free and liposomal recck)’mbinant human erythropoietin
after intravenous and subcutaneous administrations in rats. Pharm Res. 14 (11):
1621- 1628), y se ha reportado la obtencion de un dimero de EPO hr con vistas a
aumentar la actividad biologica de la misma (Bruno D., et al. (2001). Dimeric .
erythropoietin fusion protein with enhanced erythropoietic activity in vitro and in vivo.
Blood, Vol. 97, No. 12, 3776-3782).

Una de las modificaciones que mas resultados ha tenido en la clinica lo constituye la
conjugacion quimica de la EPO hr con polimeros (Jolling K. et al. (2005). Mixed-
effects Modelling of the Interspecies Pharmacokinetic Scaling of Pegylated Human
Erythropoietin. Eur J Pharm Sci; 24: 465-475). En el desarrollo de esta EPO hr

peguilada se ha encontrado como dificuitad el bajo rendimiento del proceso de.

.conjugacioén, debido a la formacién de especies monopeguiladas y bipeguiladas,

constituyendo esta uitima un contaminante del proceso.
Por todo lo expresado anteriormente, sigue siendo de interés la obtencién de
nuevos conjugados de EPO con polimeros, que ofrezcan ventajas terapéuticas con

respecto a la molécula sin modificar.

Explicacion de la invencidon

La presente invencion resuelve el problema antes planteado, al prdveer un
conjugado que comprende eritropoyetina (EPO) y una estructura polimérica
ramificada asimétrica que comprende dos ramas de monometoxipolietilenglicol
(mPEG) donde la masa molecular de una de estas ramas de mPEG esta entre
10 kDa y 14 kDa, y la masa molecular de la otra rama de mPEG esta entre 17 kDa y
23 kDa.

De esta manera, la invencién proporciona un conjugado que comprende Una
estructura de PEG monofuncional ramificada que presenta una talla molecular
similar a la utilizada por Papadimitriou (Patente Nro. US 7,202 208), pero que
emplea una estructura de PEG de dos cadenas de distintas masas moleculares.
Esta alternativa, inesperadamente, ofrece nuevas ventajas al farmaco. En el
conjugado de la invencién, la masa molecular total de la estructura polimérica de
PEG de dos ramas esta entre 27 y 37 kDa. En una realizacién de la invencion, la
masa molecular de mPEG1 es de 12 kDa y la de mPEG2 es 20 kDa.
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El empleo de cadenas ramificadas asimétricas de PEG, en vez de lineales, que
poseen la masa molecular indicada permitidé disminuir la formacion de los
contaminantes bipeguilados, e inesperadamente aumentd de forma significativa el
tiempo de vida media de la molécula, asi como su estabilidad fisico-guimica.

Otro resultado no esperado fue que se mantuvo intacta la actividad biolégica de la
molécula peguilada con este PEG monofuncional ramificado asimétrico. La pérdida
de la actividad bioldgica de las biomoléculas con la peguilacién ha sido ampliamente
reportada en la literatura (Harris J. M. y Chess R. B. (2003). Effect of pegylation on
pharmaceuticals. Nat. Rev. Drug Discov. 2:214-221).

El PEG monofuncional de dos ramas asimétricas se obtiene por la unién de dos
cadenas lineales de PEG de diferente talla molecular a un nucleo. Un proceso

semejante ha sido utilizado por otros autores con buenos resultados (Patente Nro.

~US 5,932,462). Para poder unir las dos cadenas lineales de PEG a un nucleo, se

necesita que éstas tengan un grupo activo. Este grupo puede ser seleccionado entre
varios grupos conocidos en el estado del arte. Por ejemplo, este grupo activo puede
ser: succinimidil succinato, succinimidil carbonato, p-nitrofeniicarbonato, succinimidil

propanoato, succinimidil butanoato, entre otros. Un PEG lineal preferido en esta

“invencion es el activado con succinimidil carbonato. Esto se debe a dos razones

fundamentales: a) los buenos rendimientos de la reaccion entre éste y los grupos
aminos y b) la facilidad del proceso de obtencion de este PEG funcionalizado. El
proceso de obtencion de este PEG funcionalizado es conocido por aquelios que
trabajan en esta rama de la técnica (Miron T., Wilchek M. (1993). A Simplified
Method for the Preparation of Succinimidyl Carbonate Polyethylene Glyco! for
Coupling to Proteins. Bioconjugate Chem. 4:568-569). Una vez que se tiene el PEG
lineal activado, a continuacidén éste se hace reaccionar con la molécula elegida
como nucleo.

En una realizacion preferida de esta invenciéon el ndcleo es L-lisina, por ser una
molécula biocompatible, con dos grupos amino libres y un grupo carboxilico que
puede ser utilizado para ser posteriormente activado. Por tanto, en una
materializacion de fa invenciodn, ia EPO esta conjugada a una estructura polimérica

ramificada asimétrica que se representa como:
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o
!
mPLG1 —O—C— NH

(CHa)q

mPHG2 — O—C— NH c=0
I

En una realizacién particular, en dicha estructura polimérica que forma parte del
conjugado, la masa molecular de mMPEG1 es 12 kDa y la masa molecular de mPEG2
es 20 kDa, o la masa molecular de mPEG1 es 20 kDa y la masa molecular de
mPEG2 es 12 kDa.

El derivado de dos ramas asimétricas puede ser purificado empleando métodos
cromatograficos, y posteriormente se activa con diferentes grupos reactivos para la
conjugacion con las biomoléculas. Cualquiera de los grupos funcionales utilizados
para la activacion de otras estructuras de PEG puede ser utilizado para el PEG

ramificado asimétrico descrito en esta invencion. Como ejemplo de estos grupos

~ funcionales tenemos: ésteres de N-hidroxisuccinimida, succinimidil carbonato,

aldehidos de distintos tipos, maleimidos, entre otros. Otro tipo de grupos funcionales
gue permiten la union de esta estructura a proteinas son los grupos quelantes, como
el nitrilotriacétato, que por mediacion de un metal de transicion puede conjugarse a
las histidinas presentes en el esqueleto peptidico. La eleccion del grupo reactivo a
utilizar depende del residuo de la proteina al que se quiere unir el PEG.

En los ejemplos de la solicitud de patente presentada por Huang (EP 1479711 A1)
se muestran éstructuras ramificadas de PEG con masas moleculares diferentes en
cada una de las ramas, pero e! tamafio molecular de las ramas es menor que el de
la presente invencién. En la solicitud de patente Nro. EP 1479711 A1 los inventores
plantean que la actividad biolégica del conjugado disminuye con respecto a la
actividad biologica del farmaco sin modificar. Sin embargo, en la presente invencion,
inesperadamente, la actividad biolégica del conjugado de EPO con el PEG
monofuncional de dos ramas asimétricas, de masa molecular total entre 27 vy
37 kDa, fue similar a la de la EPQO sin modificar. Por otro lado, en la presente
invencion se demostré que el tiempo de vida media de una estructura de PEG con
dos ramas que poseen masas moleculares inferiores, segun la solicitud de patente

presentada por Huang, es menor que el tiempo de vida media del conjugado de
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EPO con un PEG de dos ramas de 12 kDa y 20 kDa, respectivamente, de esta
invencion.
Este resultado obtenido en la invencidon fue inesperado. Con el conjugado que
comprende una estructura polimérica asimétrica (PEG; 3o«) se logra una distribucion
espacial de la molécula que no limita la actividad biologica, mejora la reaccion de
conjugacion disminuyendo la formacion de los productos polipeguilados, y mejoran
significativamente los parametros farmacocinéticos. Esto permite la disminucién de
la dosis del tratamiento en las personas que Io necesitan.
Las materias primas fundamentales para obtener la estructura de PEG de dos
ramas asimetricas en la presente invencion son el mPEG de 12 kDa (PEG 12K) y el
mPEG de 20 kDa (PEG 20K). El peso molecular de estos mPEG posee un rango
establecido por los fabricantes, ya que el PEG es un polimero polidisperso. Por
ejemplo, segun especificacion de uno de los fabrica'ntes la polidispersion debe ser
menor de 1,1%. En ese caso, el rango de pesos moleculares reportado por el
fabricante para el PEG 12K seria de 12,0 £ 1,2 kDa; y el del PEG 20K seria de
20,0 £ 2,0 kDa. |
Para determinar si esta diferencia en los pesos moleculares entre cada lote de
material de partida de PEG influye en los resultados de la farmacocinética, se
realizd un experimento con lotes de PEG que tuvieran un peso moleéular
correspondiente a los valores extremos de las especificaciones (Ejemplo 11). Se
tom6 un PEG 12K con 11 kDa de peso molecular y un PEG 20K con 18 kDa de
peso molecular, para formar un conjugado de EPO con una estructura de PEG de
dos ramas de 29 kDa de peso molecular total (PEG; 29xk-EPO). También se tomo un
PEG 12K con 13 kDa de peso molecular y un PEG 20K con 22 kDa de peso
molecular, para formar un conjugado de EPO con una estructura de PEG de dos
ramas de 35 kDa de peso molecular total (PEG; 35x-EPO). Los resultados mostraron
que los parametros farmacocinéticos son similares cuando se usan diferentes lotes
de partida de PEG 12K y PEG 20K. Por lo tanto, los conjugados formados por las
estructuras de PEG, ,0k-EPO y PEG; 35«-EPO se consideran esencialmente iguales
a los formados por la estructura del peso tedrico indicado por el fabricante, que es el
conjugado de EPO y un PEG de dos ramas, una de 12 kDa y otra de 20 kDa
(PEG; 3:k-EPOQ).
La conjugacion de la proteina con el PEG activado se realiza en un tampdn

apropiado. Las caracteristicas del tampon dependen, entre otros factores, del grupo
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funcional del polimero y del objetivo de la conjugacion. Por ejemplo, si se desea
conjugar por los grupos amino libres, con un PEG funcionalizado como éster de N-
hidroxisuccinimida, los sitios de conjugacién se pueden predecir, hasta cierto grado,
segun el pH de la reaccion de conjugacion. Un pH entre 8,0 y 9,0 favorece la
conjugacion por el grupo g-amino de las lisinas.

Una vez obtenido el co'njugado, este se caracteriza empleando varias técnicas. Las
propiedades quimicas, fisicas y biolégicas de los conjugados se analizan para lograr
una caracterizacion 1o mas completa posible del conjugado purificado. Por ejemplo,
la concentracion del conjugado puede ser usualmente determinada por
espectroscopia ultravioleta (absorbancia a 2'80 nm), pues el residuo de PEG no
afecta practicamente el coeficiente de extincion ‘molar de la proteina. La pureza del
producto purificado se determina preferiblemente por SDS-PAGE, pues los métodos
cromatograficos, como la cromatografia de filtracion en gel, discriminan pobremente
las sefiales correspondientes al conjugado de interés y a los contaminantes. Otras
propiedades fisico-quimicas pueden ser estudiadas por los procedimientos usuales
conocidos por los versadqs en esta rama de la técnica. '

En el contexto de esta invencién el término eritropoyetina (EPQ) se refiere a

cualquiera de las variantes de la molécula de EPO que mantenga su actividad

bioldgica; por ejemplo moléculas truncadas. La EPO puede ser obtenida mediante
tecnologia del acido desoxirribonucleico (ADN) recombinante, empleando los
sistemas de expresién y purificacion conocidos por los versados en esta rama de la
técnica. Por tanto, en una materializacién de la presente invencién, el conjugado
comprende EPO hr. EI conjugado objeto de la invencion también comprende
cualquiera de las variantes de EPO obtenidas mediante los métodos descritos
anteriormente, después de ser modificada a través de cualquier procedimiento del
estado de la técnica, tal como la sustitucion de aminoacidos.

Es también objeto de la presente invencion una comjoosicic’m farmacéutica que
comprende cualquiera de los conjugados PEG-EPO que se revelan en fa misma y
un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la presente invencién es un método para la obtencion de EPO
peguilada que se caracteriza porque dicha proteina se conjuga a una estructura
polimérica ramiﬁcada asimeétrica que comprende dos ramas de mPEG donde la

masa molecular de una de las ramas de mPEG esta entre 10 kDa y 14 kDa, y la
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- masa molecular de la otra rama de mPEG esta entre 17 kDa y 23 kDa. A través del

método de la invencién, se produce un incremento de la vida media de la EPO en la
sangre de un mamifero al que se administra dicha proteina, si se compara con la
vida media de la EPO sin conjugar con PEG. Por tanto, la invencion provee un
método para la mejora de los pardmetros farmacocinéticos de dicha proteina, con el
fin de reducir las dosis que se administran a un sujeto que lo necesita. En el
contexto de la invencidn, se entiende por mejora de los parametros farmacocinéticos
de la EPO el aumento del tiempo de vida media y/o el tiempo medio de residencia
de dicha proteina. De este modo, la invencion revela un método de modificacidon
quimica de la molécula de EPQO, con el fin de incrementar el tiempo de vida media
de dicha molécula, que se caracteriza porque dicha proteina se conjuga a una
estructura polimérica ramificada asimetrica que comprende dos ramas de mPEG,
donde la masa molecular de una de estas ramas de mPEG esta entre 10 kDa y 14
kDa, y la masa molecular de Ia otra rama de mPEG esta entre 17 kDa y 23 kDa.
En una realizacidn de la invencidon, la masa molecular de una de las ramas de.
mPEG en fa estructura polimérica ramificada asimétrica es 12 kDa y la masa
molecular de la otra rama de mPEG es 20 kDa. En una materializacion de la
invencién, la estructura polimérica ramificada asimétrica que se conjuga a la EPO,
en el método de la invencion, se representa como:
o)
I
mPEGY —O—C— NH
(2‘3'-'12)4
I("') CII

VRN
mPEG2Z —O—C~— NH CcC=0

En una realizacion preferida del método de la invencidn, en la estructura polimérica
ramificada asimétrica que se conjuga a la EPO, la masa molecular de mPEG1 es
12 kDa y la masa molecular de mPEG2 es 20 kDa, o la masa molecular de mPEG1
es 20 kDa y la masa molecular de mPEG2 es 12 kDa. En una realizacion mas
preferida, en el método de la invencion, ia EPO es EPO hr.
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Breve descripcién de las figuras
Figura 1. Resultados de SDS-PAGE con doble tincion (Azul brillante de Coomassie
y yodo) del producto de la reaccién de conjugacion de fa EPO con el PEGy sok. La
muestra 1 corresponde al control positivo de EPO y la muestra 2 al producto de la
reaccién de conjugacion de la EPO con el PEG; 3.
Figura 2. Resultados de SDS-PAGE con doble tincion (Azul brillante de Coomassie
y yodo) del producto de la reaccion de conjugaciéon de la EPO con el PEG; k. La
muestra 1 corresponde al control positivo de EPO y la muestra 2 al producto de la
reaccion de conjugacion de la EPO con el PEG; 40«
Figura 3. Cromatogramas obtenidos empleando cromatografia de filtracion en gel
para evaluar diferentes conjugados de PEG-EPO.
Figura 4. Actividad biolégica in vivo de la EPO nativa y la EPO monopeguilada
determinada por el método de ratones normocitémicos.
Figura 5. Resultados obtenidos del ensayo de degradacion con tripsina de los
conjugados PEG; 3ok —EPO, PEG; 40« —EPO y la EPO sin modificar. Se representa la.
cinética de degradacion seguida por SDS-PAGE.
Figura 6. Actividad bioldgica de distintos conjugados de PEG-EPO y de EPO sin.

modificar, determinada por el método de ratones normocitémicos.

Exposicion detallada de modos de realizaéidn / Ejemplos de realizacién
Ejemplo 1. Obtencién del PEG activado como éster de N-hidroxisuccinimida
Reaccion de activacion de mPEGox-OH |

Se secaron azeotrépicamente 50 g de mPEG de 20 kDa de peso molecular sin
activar (mPEG,o«-OH) en 450 mL de tolueno, durante 3 horas. Pasado este tiempo,
se extrajeron 200 mL de solvente, y se dejo enfriar la solucion hasta alcanzar Ia
temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 60 mL de diclorometano (DCM)
seco como cosolvente. Se pesaron 4,9 g de disuccinidimil carbonato y se disolvieron
en 40 mL de dimetilformamida. Se agreg6 la solucion anterior al frasco que contiene
el mPEG,«-OH. Se pesaron 2,5 g de dimetilaminopiridina y se disolvieron en 20 mL
de DCM. Se agreg6 la solucion anterior al frasco que contiene el MPEG,o«-OH y se
comenzo a agitar. Se dejé reaccionar durante toda la noche a temperatura
ambiente. ' '

La mezcla de reaccién se filtrd, para eliminar los productos sélidos, empleando una

membrana de fibra de vidrio. E! filtrado se precipité con 1,5 L de éter dietilico seco, y
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se filtré al vacio. El precipitado se colecté al vacio, se secé a alto vacio durante 4 hy
se almacen6 a -20 °C. Se logroé recuperar como succinidimil carbonato de PEG
(PEG20x-SC) un 96% de la masa inicial de mPEG,ok-OH, con un grado de activacién
de 96,0 + 0,8%.
Reaccidn de activacion de mPEG,x-OH
Se siguiod el mismo procedimiento empleado para la reaccion de activacion del |
MPEG,0k-OH, pero en este caso se utilizé como materia prima inicial el mPEG de
12 kDa de peso molecular sin activar (mMPEG12«- OH).
Reaccion de L-lisina con PEG,px-SC y PEGx-SC
Se pesaron 9,1 g de L-lisina y se disolvieron en 30 mL de solucion de acido bérico
0,1 M; pH 8,0. Se afiadieron 20 g de PEG,0k-SC y 15 mL de la solucidn de L-lisina
en acido borico. La solucidon se mantuvo en agitacion durante 12 horas.
Posteriormente, se diluyd la mezcla de reaccién con 300 mL de agua destilada, y se
ajusto a 3,5 el pH de la mezcla con una solucion de acido clorhidrico. La mezcla se
pasdé a un embudo separador, donde se anadieron 100 mL de DCM. Se agitd
manualmente y se extrajo la fase inferior (fase organica). Se realizaron un total de
5 extracciones. Se arnadieron 20 g de sulfato de sodio al frasco que contiene la fase
organica, y se agité manualmente hasta total claridad de la fase. Se filtré al vacio,
empleando una membrana  de fibra de vidrio. El filtrado se concentré en el
rotoevaporador al maximo posible. Se le anadieron 500 mL de éter dietilico y se
agité manualmente, para precipitar el producto. Se filtré al vacio y el producto (L-
lisina monopeguilada 20K) se secd durante 1 h al vacio en el rotoevaporador.
En la segunda etapa de la reacciéon se afiadieron 9 g de PEG,«x-SC a 15 g de L-
lisina monopeguilada 20K. Los reaccionantes se disolvieron en 215 mL de DCM y se
anadio 0,14 mL de trietilamina. La mezcla de reaccion se filtré al vacio, empleando
una membrana de fibra de vidrio. El ﬁltradb se concentré al maximo en el
rotoevaporador. Se le adicionaron 300 mL de éter dietilico y se agité manualmente
durante 2 minutos, para precipitar el producto. Se filtré al vacio y el producto
obtenido (PEG de dos ramas asimétricas, una de 12 kDa y otra de 20 kDa
(PEG232k-COOH)) se secd durante 1 h al vacio, en el rotoevaporador. El
rendimiento total del proceso fue superior al 70%.
Purificaciéon de PEG; 3,x-COOH
La purificacion del PEG;3k-COOH se llevd a cabo en una columna de DEAE-

Sepharosa con 80 cm de altura, y se empled un flujo volumétrico de 40 mL/min. Ei
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gel se higienizd previamente con 4,5 L de solucion de hidréxido de sodic 0,2 M. Se
equilibro la columna con solucion de acido barico 50 mM, pH 9,0. Posteriormente, la
columna se lavé con 5 L de agua destilada. Se aplico la muestra de PEG; 3,«<-COOH
disuelta en agua, hasta alcanzar una conductividad de 40 uS/cm mas que la
conductividad del agua. Luego de aplicar la muestra, se lavé la columna con 3 L de
agua purificada. La elucion de la muestra se realizd con 5 L de una solucion de
cloruro de sodio 10 mM. Se colectaron fracciones de 500 mL. Posteriormente, se
regenerd la columna con 3 L de una solucién de cloruro de sodio 1M. El recobrado
total del proceso fue superior al 90%, con una pureza mayor al 95%.
Obtencion del PEG ramificado activado como éster de N-hidroxisuccinimida
(PEG; 3:4-NHS)
Se disolvio 1 g del PEG,3x-COOH en DCM. Se afadieron 0,01 g de N-
hidroxisuccinimida (NHS) y 0,02 g de diciclohexilcarbodiimida. La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacion durante 12 h. Posteriormente, se diluyé con 5 mL
de DCM vy se filtr6 a través de una membrana de fibra de vidrio. El filtrado se
concentré en el rotoevaporador y se le anadid 400 mL de éter dietilico para
precipitar el producto. La mezcla se filtré al vacio y se colecto el producto solido
(PEG: 32k-NHS), el cual fue secado durante 1 h al vacio en el rotoevaporador. Se
alcanzaron grados de activacion superiores a 95% y Lna recuperacion de la masa
inicial de polimero supérior a 90%.
Ejemplo 2. Obtencién de la EPO conjugada con PEG; 35«x-NHS
Reaccion de conjugacion
Seis gramos de PEG; 3x-NHS fueron afiadidos a una solucion que contenia 1 g de
EPO hr a una concentracion inicial de 5 mg/mL en solucién de borato 50 mM, pH
8,0. La reaccion se mantuvo durante 2 horas a 4°C, con agitacion lenta. La reaccion
se detuvo diluyendo hasta una concentracion final de proteinas de 0,9 mg/mL con
acido bérico 50 mM, pH 8,0. El rendimiento de la reaccion fue determinado por
densitometria del gel obtenido por SDS-PAGE, como se muestra en la Figura 1. El
recobrado total fue superior al 40%, con menos del 3% de productos polipeguilados.
Purificacion de la EPO monopeguilada
Para separar los productos de la reaccidén de conjugacion de la EPO hf con PEG, o
sea la EPO monopeguilada de la EPO libre y de la EPO bipeguilada, se disefid un

esquema de purificacidén por cromatografia de intercambio aniénico. El proceso de
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separacion se lievd a cabo empleando una columna empacada con Q-Sepharosa,
de 12 cm de altura. El gel se higienizé previamente con 22 mL de solucion de
hidroxido de sodio 0,2 M. Se pasaron 33 mL de agua purificada, y seguidamente
33 mL de la soluciéon de equilibrio de acido borico 50 mM, pH 8,0. Se aplico la
muestra procedente de la reaccién de conjugacién, diluida en la solucion de
equilibrio hasta una concentracion de 0,9 mg/mL. La elucion de la muestra que
contiene el conjugado de EPO con PEG;3:x-NHS (PEG,3:x-EPO) se realizd
secuencialmente, empleando el mismo tampén de equilibrioc con concentraciones
crecientes de cloruro de sodio entre 0,175 My 0,5 M. EI flujo volumétrico fue de
1,2 mL/min y la carga de 0,58 mg de proteina/mL de gel. El recobrado del proceso
fue del 40% de la EPO monopeguilada y el grado de pureza del 97%.

Ejemplo 3. Obtenciéon del PEG ramificado activado como éster de N-
hidroxisuccinimida (PEG3 40k-NHS)

Para la obtencidon del PEG;40k-NHS se siguid el procedimiento descrito en el
Ejemplo 1, pero se usé en la segunda etapa de la reaccion con lisina el PEG,o«-SC.
Se logro un rendimiento total de mas de 50%, con una activacién superior a 90%.
Ejemplo 4. Obtencién de la EPO conjugada con PEG; 4ok-NHS

Reaccion de conjugacion

Seis gramos de PEG; 4«k-NHS fueron afiadidos a una solucién que contenia 1 g de
EPO hr a una concentracion inicial de 5 mg/mL en solucion tampon borato 50 mM,
pH 8,0. La reaccion se mantuvo durante 2 horas a 4°C con agitacion lenta. La
reaccion se detuvo diluyendo hasta una concentracion final de proteinas de
0,9 mg/mL con acido bérico 50 mM, pH 8,0. El rendimiento de la reaccién fue
determinado por densitometria del gel obtenido mediante SDS-PAGE, como se
muestra en la Figura 2. El recobrado total fue superior a 40%, con menos de 1% de
productos polipeguilados. ] |
Purificacién de la EPO monopeguilada

Para separar los productos de la reaccion de conjugacion de la EPO con PEG, o
sea la EPO monopeguilada de la EPO libre y de la EPO bipeguilada, se disefid un
esquema de purificacion por cromatografia de intercambio aniénico. El proceso de
separacion se llevé a cabo empleando una columna empacada con Q-Sepharosa,
de 12 cm de altura. El gel se higienizé previamente con 22 mL de solucion de

hidroxido de sodio 0,2 M. Se pasaron 33 mL de agua destilada, y seguidamente
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33 mL de la solucién de equilibrio de acido bérico 50 mM, pH 8,0. Se aplicéd la
muestra procedente de la reaccién de conjugacion diluida en la solucion de
equilibrio, hasta una concentracion de 0,9 mg/mL. La elucion de la muestra que
contiene el conjugado de EPO con PEG;4k-NHS (PEG;k-EPO) se realizd
secuencialmente empleando el mismo tampédn de equilibrio con concentraciones
crecientes de cloruro de sodio entre 0,175 M y 0,5 M. El flujo volumétrico fue de
1,2 mL/min, y la carga de 0,58 mg de proteina/mL de gel. El recobrado del proceso
fue de 40% y se obtuvo un grado de pureza de 97%.

Ejemplo 5. Caracterizacion fisico-quimica de las EPO peguiladas
Determinacion de la concentracion del conjugado

Se determin6 por medicién de absorbancia a 280 nm, en un espectrofotdmetro. El
calculo de la concentracion de proteinas sé realizé empleando un coeficiente de
extincién molar para la EPO de 0,743.

Caracterizacién mediante la cromatografia de filtracion en gel

Las separaciones cromatogréaficas se realizaron utilizando una bomba de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y un detector de luz ultravioleta con un.
fitro de 226 nm. La masa de aplicacion fue de 100 yg de proteina. Las
cromatografias fueron realizadas con una matriz Superdex-200. Se analizaron dos
variantes de EPO peguilada (PEGy3x —EPO y PEG;4« -EPO) y la EPO sin
modificar.

En la Figura 3 se observa la correspondencia que existe entre la masa molecular
estimada para cada variante y los tiempos de retencion resultantes. Con el menor
tiempo de retencion eluyd el conjugado de PEG;4k-EPO, pues tiene el mayor
tamafo molecular, seguidamente eluy6 el conjugado de PEG; 3« -EPO vy finalmente
eluyo la EPO sin modificar.

Ejemplo 6. Caracterizacion biologica del conjugado de PEG; 3«x-EPO

La determinacion de la potencia de la EPO peguilada se reaiizd por el método de
ratones normocitémicos. Los ratones de la linea B6D2F1 (16-18 g) hembras,
virgenes, fueron inoculados por via subcutdnea con 0,2 mL de las diferentes
diluciones ((300, 450 y 600 Ul/mL, que equivalen a 3; 45y 6 ug/raton) de las
muestras de PEG, 4ok -EPO, PEG2 3¢ -EPOQ, el material de referencia (éomo control
positivo) y el control negativo (solo diluente), a razén de tres animales por grupo. Se
emplearon adicionalmente dos animales, a los que se les inoculd con una solucién
de tampon borato 50 mM, pH 8,0; con él objetivo de evaluar su toxicidad. Después
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de 72 horas de inoculados, se le extrajo una muestra de sangre a cada animal, por
via retroorbital, y fueron depositadas en viales que contenian 4 ulL de heparina
sddica (5000 Ut). Se tomaron 40 pL de la sangre periférica, y se mezclaron con
120 pL de una solucion compuesta por 0,3 mM de azul de metileno; 1,29 mM de
citrato de sodio; 5 mL de suero fisiolégico; y 10 mL de agua destilada, y se
incubaron por una hora en bafio de Maria, a 37 °C. Luego se realizd una hemdlisis
selectiva, durante 6 minutos, mediante tratamiento con una solucién lisante
compuesta por 0,08 mM de EDTA tetrasddico; 0,15 mM de cloruro de amonio; y
9,98 mM de bicarbonato de sodio. La lisis de los eritrocitos es detenida por

sobredilucién con suero fisiolégico, y los reticulocitos son contados visualmente en

‘una camara de Neubauer. El procesamiento de los datos y el calculo de la potencia -

se efectuo utilizando un disefio al azar de lineas paralelas de un patrén y un
desconocido, para la deteccion de la validez de la linealidad y el paralelismo, a un
nivel de significacion o = 0,05. Los valores obtenidos deben cumplir con lo
establecido por la Farmacopea Europea, que establece que el valor de la relacion
de la potencia éalculada sobre la supuesta, expresada en porciento, no debe ser
menor de un 80% ni mayor de un 125%, y que los limites fiduciales de la potencia
calculada se deben encontrar en un rango comprendido entre 64% y 156%.

En la Figura 4 se observa el grafico de los datos obtenidos directamente del
experimento del conteo de reticulocitos, donde se han aplicado cantidades
crecientes de EPO medidas en Ul de potencia. Se le aplicd un test estadistico de
Tukey-Kramer para la comparacion de medias, con el objetivo de analizar los
valores de las actividades in vivo. El andlisis estadistico de los datos demostré que
no existen diferencias significativas entre los valores, para P<0,05. Las diferencias
de las actividades biologicas entre la EPO peguilada y la EPO sin modificar
empleada como control positivo, se encuentra en el rango de la variaciéon del ensayo
(£ 50%).

Es importante destacar que las dosis que se emplearon para realizar el ensayo
fueron de 300, 450 y 600 Ul de potencia. Estas son las dosis establecidas para
detectar la actividad biolégica de la EPO nativa, mientras que el ensayo realizado
empleando el producto de la compafiia Amgen, Mircera™, que es una EPO
conjugada a una estructura polimérica lineal de 30 kDa de masa molecular (PEG1 .30k

—-EPO), requiere una dosis minima de 6000 Ul de potencia). Sin embargo, en el
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ensayo realizado en esta invencion, con una dosis 20 veces menor, se detecta

actividad biologica in vivo de la EPO peguilada.

Ejemplo 7. Resistencia a la degradacién por proteasas

Para verificar la resistencia a degradacion por proteasas de las diferentes moléculas

de PEG-EPO, se realizoé un experimento in vitro, en el cual las EPO peguiladas y la

proteina nativa (como control) se digirieron con tripsina. Las dos variantes

peguiladas de EPO mostraron una mayor resistencia a la degradacion por proteasas

que la EPO nativa. En la Figura 5 se muestran los resultados de la cinética de

degradacion de la EPO, empleada como control, y de las dos variantes peguiladas

PEG; 32 -EPO y PEG; 40k -EPO. Se puede observar que las dos variantes de EPO

peguiladas presentan una mayor resistencia a la degradacion por proteasas que la

EPO nativa. \

Ejemplo 8. Farmacocinética del conjugado PEG; 3k-EPO

El estudio farmacocinético se realizé comparando la EPO sin modificar, el

conjugado PEG; 32«-EPO, el conjugado PEG; 40k-EPO y el conjugado PEG 30«-EPO.

Se emplearon conejos de la cepa Nueva Zelandia, de 2 Kg de masa. Los resultados

de tiempo de vida media (t *2), area bajo la curva (del inglés area under the curve,

abreviado AUC) y tiempo medio de residencia (del inglés mean residence time,

abreviado MRT) se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Farmacocinética comparada de la EPO, el conjugado PEG; 3,«-EPO, el -
conjugado PEG; 4«-EPO y el conjugado PEG, 3ox-EPO.

Parametro EPO sin
farmacocinético PEG,52¢-EPO PEG240x-EPO PEG: 30x-EPO modificar
tz (h) 165,93 +/- 74,41 131,24 +/- 6,70 68,33 +/- 5,42 486 +/- 1,27

AUC (Ul/mL-h) | 83,59 +/- 44,63 23,32 +/- 14,92 242,44 +/-95,53 [ 15,89 +/- 2,31

MRT (h) 238,94 +/- 12,06 | 199,62 +/- 4,22 95,87 +/-15,89 6,62 +/- 1,95

Se puede apreciar que todas las EPO pegUiladas resultaron tener un tiempo de vida
medio superior al de la EPO sin modificar. El tiempo de vida media del conjugado
PEG: 3k-EPO fue muy superior (2,4 veces) al obtenido con el PEG 30«-EPO. Este
resultado es inesperado, teniendo en cuenta que ambos conjugados presentan

tamafios moleculares muy similares. También esta molécula ramificada asimétrica
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presentd un tiempo de vida medio superior al conjugado PEG; s0k-EPO, que también
es ramificado, y con un peso molecular superior, lo cual tampoco era de esperar.
Ejemplo 9. Comparacion de los resultados farmacocinéticos de distintos |
conjugados de EPO

Este estudio farmacocinético se realizé comparando el conjugado PEG;3:xk-EPO,
que tiene una rama de 12 kDa y ofra de 20 kDa de masa molecular; EPO conjugada
a una estructura de PEG asimétrico con una rama de 5 kDa y otra de 7 kDa de
masa molecular (PEGZ,QK-EPO) ; el conjugado de EPO con una estructura simétrica
de dos ramas de 7 kDa cadé una (PEG; 14-EPQ); y el conjugado de EPO a un PEG
lineal de 12 kDa de masa molecular (PEG 1,¢x-EPQO). Para realizar este estudio, el
conjugado PEG; 12k-EPO se obtuvo de forma similar al conjugado PEG; 3:«-EPO,
pero utilizando mPEG de menor masa molecular. El conjugado PEG; 14«-EPO .se
obtuvo de forma similar al conjugado PEG;4«-EPO, pero utilizando mPEG de
menor masa molecular. El conjugado de PEG; 12x-EPO se obtuvo activando el
mPEG de 12 kDa de masa molecular como se describid al inicio del Ejemplo 1, y |
después se realizo la conjugacion con la EPO hr, como se describe en el Ejemplo 2.
Para la comparacion, se emplearon conejos d’é la cepa Nueva Zelandia, de 2 Kg de
masa. Los resultados se muestran en la Tabla 2. El conjugado de la presente
invencion (PEG,3x-EPO) mostrd tener un tiempo de vida media mayor que los

restantes conjugados analizados.

Tabla 2. Parametros farmacocinéticos de distintos conjugados de EPO.

PEG, 3:-EPO

PEG2,12K-EPO

Parametro | . qimétrico, 12y | (asimétrico, 5y | PEGq-EPO | PEG;4u-EPO
20 kDa) 7 kDa)
t 2 (h) 165,93 +/- 74,41 | 89,72 +/-7,87 | 3833 +/-10,97 | 81,63 +/- 10,31

AUC (Ul/mL-h)

83,59 +/- 44,63

31,89 +/- 10,57

110,32 +/- 87,04

28,12 +/- 7,71

MRT (h)

238,94 +/- 12,05

87,14 +/- 17,54

46,41 +/-17,82

80,01 +/- 14,93

Ejemplo 10. Comparacion de la actividad biolégica de distintos conjugados de
EPO

La actividad bioldgica de los conjugados se midié de forma similar a lo descrito en el
Ejemplo 6. Se compararon los resultados obtenidos para los conjugados:
(1) PEG,,3«-EPO; (2) PEG2,12k-EPO; (3) PEG; 14k-EPO; y (4) PEG; 12k-EPO. Como
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control se utilizé la EPO hr sin modificar. En la Figura 6 se puede observar que el

conjugado de la presente invencion {PEG; 3x-EPQ) mantiene la actividad biolégica

de la proteina sin modificar, a diferencia del resto de los Conjugados analizados, en
los cuales disminuye la actividad biolégica al ocurrir la peguilacion.

Ejemplo 11. Estudio farmacocinético empleando los limites extremos de masa
molecular de los mPEG que conforman las dos ramas asimétricas del
conjugado PEG: ;.- EPO

Como el PEG es polidisperso, y el material de partida que se utiliza para conformar
la estructura de PEG asimétrico PEG; 3.« puede tener una variacion del valor tedrico
de 12 kDa y 20 kDa de peso molecular, se realizé un estudio farmacocinético de los
conjugados de EPO con estructuras asimétricas de PEG con masas moleculares de
29 kDa (PEG,20k-EPO) y 35 kDa (PEG, 35¢-EPO). Estos son los limites de masa
molecular total del PEG que forma parte del conjugado de EPO de la presente
invencién. Los conjugados PEG;.«-EPO y PEG;35«-EPO se obtuvieron de igual
forma que el conjugado PEG;;«x-EPO. Se emplearon conejos de la cepa Nueva
Zelandia, de 2 Kg de masa. Los resultados se muestran en la Tabla 3. Como se
puede apreci'ar, no existen diferencias en cuanto a los parametros farmacocinéticos

en las variantes de conjugado estudiadas.

Tabla 3. Resultados de los parametros farmacocinéticos de conjugados con

PEG de diferentes pesos moleculares.

Parametro

PEG2,12-EPO

PEG;,20x-EPO

PEG;35«-EPO

t 2 (h)

165,93 +/- 74,41

159,24 +/- 19,84

174,01 +/- 25,66

AUC (Ul/mL-h)

83,59 +/- 44,63

79,76 +/- 21,67

85,55 +/- 34,75

MRT (h)

238,94 +/- 12,05

243,42 +/- 18,54

235,34 +/-12,43

—
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REIVINDICACIONES

CONJUGADO QUE COMPRENDE ERITROPOYETINA Y UNA ESTRUCTURA
POLIMERICA RAMIFICADA '

-1

Un conjugado que comprende eritropoyetina (EPQO) y una estructura
polimérica ramificada asimétrica que comprende dos ramas de
monometoxipolietilenglicol (mPEG) donde la masa molecular de una de las
ramas de mPEG esta entre 10 kDa y 14 kDa, y la masa molecular de {a otra
rama de mPEG esta entre 17 kDa y 23 kDa.
E! conjugado de la reivindicacion 1 donde la masa molecular de una de las
ramas de mPEG es 12 kDa y la masa molecular de la otra rama de mPEG es
20 kDa.
El conjugado de la reivindicacion 1 donde la estructura polimérica ramificada
asimétrica se representa como:

O

I

mPEG] — O-—C—NH
(CHaz)y

CH
7N
mPEG2 —O—C— NH =0

O

O
|

El conjugado de la reivindicacién 3 donde la masa molecular de mPEG1 es
12 kDa y la masa molecular de mPEG2 es 20 kDa, o la masa molecular de
mPEG1 es 20 kDa y la masa molecular de mPEG2 es 12 kDa.

El conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-4 donde la EPO es EPO
humana recombinante (EPO hr).

Una composicion farmacéutica que comprende el conjugado de cualquiera de
las reivindicaciones 1-5 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un método para la obtencion de eritropoyetina (EPO) peguilada que se
caracteriza porque dicha proteina se conjuga a una estructura polimérica
ramificada asimétrica que comprende dos ramas de
monometoxipolietilenglicol (MPEG) donde la masa molecular de una de las
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ramas de mPEG esta entre 10 kDa y 14 kDa, y fa masa molecular de la ofra.
rama de mPEG esta entre 17 kDa y 23 kDa.
8. El método de la reivindicacién 7 donde la masa molecular de una de las
ramas de mPEG es 12 kDa y la masa molecular de la otra rama de mPEG es
5 20 kDa. 7
9. El método de la reivindicacion 7 donde la estructura polimérica ramificada
asimetrica se representa como:
O
mPEGL —O— y— NH

|

(CHz)y
@ CH
“ VAN
mPEG2 —O-—C— NH C=0
I
OH
10 10.El método de la reivindicacion 9 donde la masa molecular de mPEG1 es

12 kDa y la masa molecular de mPEG2 es 20 kDa, o la masa molecular de
mPEG1T es 20 kDa y la masa molecular de mPEG2 es 12 kDa.
11.El método de cualquiera de las reivindicaciones 7-10 donde la EPO es EPO

humana recombinante (EPQO hr).



