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patente No. 13.092.089. La solicitud de division de la materia se hace como consecuencia de la
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USO DE ACIDO LIPASA LISOSOMAL PARA TRATAR LA DEFICIENCIA
DE ACIDO LIPASA LISOSOMAL EN PACIENTES

FUNDAMENTO DE LA INVENCION

La Deficiencia de Acido Lipasa Lisosomal (LAL) es una rara
enfermedad de almacenamiento lisosomal (LSD) caracterizada por
la insuficiencia en la descomposicién de ésteres de colesterilo
(CE) y triglicéridos (TAG) en lisosomas debido a una
deficiencia de la enzima. La deficiencia de LAL se asemeja a
otros trastornos de almacenamiento lisosomal con la acumulacidn
de sustrato en un numero de tejidos y tipos de células. En la
deficiencia de LAL la acumulacién estd méds marcada en ceélulas
del sistema reticuloendotelial incluyendo las células de
Kupffer en el higado, histiocitos en el bazo y en la lamina
propia del intestino delgado. Las células reticulo-
endoteliales expresan el macrdéfago manosa/ receptor de N-acetil
glucosamina (conocido también como receptor de macrofago
manosa, MMR, o CD206), que media la unidn, captacidén celular e
internalizacién de proteinas con GlcNAc o N-glicanos terminados
en manosa, Yy proporciona una via para la correccidn potencial
de la deficiencia enzimatica en estos tipos de células clave.

La Deficiencia de LAL es una enfermedad de multiples
sistemas que se manifiesta més comUnmente en complicaciones
gastrointestinales, hepaticas vy cardiovasculares y esté
asociada con morbilidad y mortalidad significativas. Los
efectos clinicos de la Deficiencia de LAL se deben a la
acumulacidén masiva de material lipido en los lisosomas en un
numero de tejidos y una profunda perturbacién del colesterol y
los mecanismos homeostaticos de los lipidos, incluyendo
aumentos susfanciales en la sintesis de colesterol hepético.
La Deficiencia de LAL se presenta como por lo menos dos
fenotipos: Enfermedad de Wolman (WD) y Enfermedad de

Almacenamiento de Colesteril Ester (CESD).
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La Enfermedad de Wolman, nombrada en homenaje al médico
que la describié por primera vez, es la presentacidn mas
agresiva de La Deficiencia de LAL. Este fenotipo se

caracteriza por gastrointestinal y manifestaciones hepaticas

incluyendo insuficiencias de crecimiento, mala absorcién,
esteatorrea, pérdida profunda de peso, linfadenopatia,
esplenomeaglia y hepatomegalia. La Enfermedad de Wolman es

rdpidamente progresiva e invariablemente fatal, usualmente
dentro del primer afio de vida. La revisién del informe de caso
indica que la sobrevida méds alld de los 12 meses de edad es
extremadamente rara para pacientes que se presentan con
insuficiencia de crecimiento debido a la Deficiencia de LAL
severa en el primer afic de vida. En esta forma mas agresiva,
la insuficiencia de crecimiento es la caracteristica clinica
predominante y es un contribuyente clave para la mortalidad
precoz. El compromiso hepatico segin se evidencia en el
agrandamiento hepatico y elevacién de las transaminasas es
también comin en los bebés.

El diagnéstico de la Enfermedad de Wolman se establece
tanto a través de hallazgos fisicos —como analisis de
laboratorio. Normalmente se hospitaliza a los bebés dentro de
los dos primeros meses de vida a causa de diarrea, vémitos
persistentes, dificultad para alimentarse, crecimiento
interrumpido e insuficiencia para desarrollarse. Los hallazgos
fisicos incluyen distencién abdominal con hepatomegalia vy
esplenomegalia, y el examen radioldgico con frecuencia revela
calcificacién de las glandulas adrenales. Las evaluaciones de
laboratorio normalmente revelan niveles elevados de
transaminasas séricas y actividad ausente o marcadamente
reducida de enzima LAL enddégena. Los niveles elevados en sangre
de colesterol y triglicéridos se observan en algunos pacientes.

Los pacientes con Deficiencia de LAL también pueden estar
presentes en una etapa posterior de la vida con compromiso

cardiovascular y hepdtico predominante, y esto con frecuencia
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se denomina Enfermedad de Almacenamiento de Colesteril Ester
(CESD) . En CESD, el higado se ve afectado severamente con
hepatomegalia marcada, necrosis de hepatocitos, elevacidén de
las transaminasas, cirrosis, y fibrosis hepdtica. Debido a los
niveles aumentados de CE y TAG, el compromiso cardiovascular
puede caracterizarse por hiperlipidemia. Una acumulacidén de los
depdsitos grasos en las paredes arteriales (ateroesclerosis) se
ha informado en algunos sujetos que sufren de CESD. Los
depbésitos estrechan el lumen arterial y pueden conducir a la
oclusién de los vasos aumentando el riesgo de eventos
cardiovasculares significativos incluyendo infarto de miocardio
e infartos. Sin embargo, no todos los sujetos que sufren de
Deficiencia de LAL desarrollan ateroesclerosis. Por ejemplo,
los pacientes con Enfermedad de Wolman se ven agobiados con
otros sintomas asociados con la enfermedad, incluyendo
agrandamiento del higado y el bazo, linfadenopatia, y la mala
absorcién del intestino delgado, pero WD no se caracteriza
generalmente por la ateroesclerosis. (The Metabolic and
Molecular Bases of Inherited Disease (Scriver, C.R., Beaudet,
A.L., Sly, W.S. and Valle D., eds.) 7th ed., Volume 2 p.2570
McGraw Hill, 1995). Del mismo modo, no todos los pacientes con
CESD exhiben ateroesclerosis. Ver, Di Bisceglie et al.,
Hepatology 11: 764-772 (1990), Ameis et al., J. Lipid Res. 36:
241-250 (1995). La presentacidén de CESD es altamente variable
con algunos pacientes que no reciben diagnéstico hasta que las
complicaciones se manifiestan en la adultez, mientras gque otros
pueden tener disfuncidén hepdtica que se présenta en la nifiez.
La CESD estd asociada con una reduccién de la expectativa de
vida y enfermedad significativa. La expectativa de vida de
aquellos que sufren de CESD depende de la severidad de las
complicaciones asociadas.

Las opciones de tratamiento actuales para la Enfermedad de
Wolman son muy limitadas. Los antibidéticos se administran a

los bebés con pirexia y/o evidencia de infeccidn. Puede
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prescribirse terapia de reemplazo de esteroides para la
insuficiencia adrenal y soporte nutricional especializado, y a
la vez que no hay evidencia de que estas intervenciones
previenen la muerte, también resulta poco claro si tienen un
impacto sobre la sobrevida a corto plazo. En una serie de
cuatro pacientes con Deficiencia de LAL tratados con trasplante
de médula 6sea, la totalidad de los cuatro pacientes murieron
debido a complicaciones del procedimiento luego de algunos
meses del trasplante. Aunqﬁe se ha descrito cierto éxito en
informes de caso posteriores, el indice de mortalidad permanece
alto y muchos pacientes no se trasplantan ya que estan
demasiado enfermos para sobrevivir al régimen de
acondicionamiento previo al trasplante. El numero muy pequefio
de sobrevivientes informados a largo plazo indica realmente que
la correccién de la deficiencia enzimdtica en células
hemopoyéticas es suficiente para mejorar sustancialmente el
estado clinico de esta enfermedad. Normalmente se proporciona
soporte clinico a través de restricciones dietarias en un
intento por restringir la construccién de lipidos no
susceptibles de transportarse o catabolizarse asociados con las
manifestaciones agudas de enfermedad que conduce a la muerte.

Las opciones actuales de tratamiento para el fenotipo de

"CESD se centran en el tratamiento sintomdtico a través del

control de la acumulacidén de lipidos a través de la dieta que
excluye alimentos ricos en colesterol y triglicéridos y la
supresién de la sintesis de colesterol y la produccidén de
apolipoproteina B a través de la administracién de medicamentos
que reducen el colesterol (por ej., estatinas y colestiramina).
Aunque puede observarse cierta mejora clinica, las
manifestaciones subyacentes de la enfermedad persisten y ocurre
incluso progresidén de la enfermedad.

Se ha sugerido que la terapia de reemplazo enzimdtico con
LAL recombinante puede ser una opcidén de tratamiento viable

para la deficiencia de &cido 1lipasa lisosomal y afecciones
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relacionadas (ver, Meyers et al. (1985) Nutrition Res.
5(4):423-442; W09811206; y Besley (1984) Clinical Genetics
26:195-203). Algunos estudios gque utilizan un modelo de ratdn
de Deficiencia de LAL han demostrado correccidédn de algunas
anormalidades de ratones con deficiencia de LAL (LAL'F) a
través de la infusién de dosis altas (méds de 1 miligramo por
kilogramo de peso corporal) de LAL humano recombinante una vez
cada 3 dias (ver, por ejemplo, Grabowski US 2007/0264249).
Estos estudios anteriores para corregir los defectos dentro de
ratones con deficiencia de LAL sugirieron gque se requerian
cantidades relativamente altas y dosificaciones frecuentes de
proteina LAL recombinante para corregir los fenotipos
subyacentes. También es importante observar que, a diferencia
del modelo de rata LAL”/” descrito inicialmente por Yoshida y
Kuriyama (1990) Laboratory Animal Science, vol 40, p 486-489,
el modelo de ratén LAL”/" usado en el estudio anterior no se
asemeja demasiado a la WD humana en el sentido que los ratones
con deficiencia de LAL no exhiben defectos de crecimiento como
se observa en pacientes humanos.

Hasta la actualidad, no se ha administrado LAL exdégeno a
humanos y no hay un tratamiento efectivo disponible para tratar
deficiencias de LAL incluyendo WD, CESD, y otras. Por 1lo
tanto, hay una fuerte necesidad de lograr tratamientos con una
minimizada frecuencia dé administracién con el fin de mejorar
la calidad de vida para los pacientes. Ademéds, se desean las
dosis terapéuticamente efectivas que recuperan el crecimiento,
normalizan la funcidén hepdtica, aumentan las concentraciones de
LAL en tejidos, y aumentan la actividad de LAL en pacientes
humanos.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén se basa en los primeros casos
clinicos humanos en los cuales los pacilentes recibieron
exitosamente una dosis de LAL exdgeno. Un bebé que sufria de

Deficiencia de LAL de otro modo fatal (Enfermedad de Wolman, o
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inicio temprano de Deficiencia de LAL) recibié tratamiento en
forma efectiva por medio de la administracién de LAL exdgeno, y
la evaluacién de seguridad de terapia de reemplazo de la enzima
de LAL se evaludé en un grupo de pacientes humanos que sufrian
inicio tardio de la deficiencia de LAL. El bebé con inicio
temprano de Deficiencia de LAL recibié la administracidn
semanal de dosis sin generar ningun evento adverso o reaccidn.
Se observaron mejoras drasticas en los signos vitales vy
mediciones de laboratorio / <clinicas para determinar la
eficacia, tan pronto como una o dos semanas después de la
administracién inicial. Luego de méds de 4 meses de
administracién semanal, el bebé tratado habia recuperado su
crecimiento normal y exhibia mejoras significativas en todos
los sintomas relacionados con deficiencia de LAL incluyendo
mala absorcién, hepatomegalia, y funcién hepatica. Los
pacientes adultos con comienzo tardio también han recibido
dosis semanales de bajas cantidades de LAL exdgeno, sin signos
de eventos adversos. Por lo tanto, los datos <clinicos
recolectados hasta la fecha muestran gque la terapia de
reemplazo de enzimas que utiliza el LAL exdgeno de la presente
invencién provee tratamiento seguro y efectivo para la
deficiencia de LAL.

Como consecuencia, la presente invencién provee métodos de
tratamiento de enfermedades o afecciones asociadas con
deficiencia de ILAL en pacientes humanos por medio de la
administracién de una cantidad efectiva de 4cido lipasa
lisosomal exégeno (LAL). E1l LAL exb6égeno puede ser un LAL
humano recombinante que tiene una estructura de glicano N-
ligado que comprende por lo menos una manosa y/o0 manosa-6-
fosfato. El LAL exdgeno se internaliza en forma efectiva en el
lisosoma de, por ej., linfocitos, macrbéfagos y/o
fibroblastos.

En algunas realizaciones, el paciente humano que sufre de

deficiencia de LAL recibe el diagndéstico de Enfermedad de
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7
Wolman (WD). En una realizacién, la es suficiente para
aumentar el crecimiento de un paciente con WD. En una

realizacién, la administracién es suficiente para recuperar el
crecimiento normal del paciente con WD. En otras
realizaciones, el paciente humano que sufre de deficiencia de
LAL recibe el diagnéstico de enfermedad de almacenamiento de
colesteril éster (CESD). Los métodos de tratamiento de
acuerdo con la presente invencién pueden aplicarse a pacientes
humanos de cualquier edad;

También se proveen aqui métodos para el tratamiento de un
paciente humano que sufre de deficiencia de LAL por medio de la
administracién de LAL humano recombinante al paciente en una
cantidad efectiva para mejorar la funcién hepatica. En algunas
realizaciones, la administracién es suficiente para normalizar
los andlisis hepédticos. En una realizacién, la administracién
es suficiente para reducir los niveles séricos de las
transaminasas hepéaticas. Por ejemplo, las transaminasas
hepaticas pueden incluir transaminasa aspartato sérico (AST)
y/o alanina transaminasa (ALT). En una realizacidén, la
administracién es suficiente para minimizar la hepatomegalia.
En una realizacién, la administracién es suficiente para
reducir el tamafio del higado del paciente. En una realizacién,
la administracién es suficiente para reducir los niveles de
ferritina sérica.

En una realizacién, la administracién es suficiente para
reducir los niveles de lipidos, incluyendo, por ejemplo, los
niveles de colesteril éster (CE) y/o triglicéridos (TG).

Se provee ademas un método de aumento de la actividad de
LAL en un paciente humano con una deficiencia de LAL. Dicho
método comprende administrar un LAL humano recombinante al
paciente de modo que la administracién genere un aumento de la
actividéd de LAL, como puede medirse, por ejemplo, en

linfocitos y/o fibroblastos.
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En una realizacién, se describe un método de tratamiento
de una afeccién asociada con deficiencia de LAL en un paciente
humano por medio de la administracién de una cantidad efectiva
de proteina de LAL exdgeno al paciente una vez cada 5 dias
hasta una vez cada 30 dias.

En algunas realizaciones, el paciente humano que sufre de
deficiencia de LAL recibe una dosis de alrededor de 0,1 mg
hasta alrededor de 50 mg de LAL exdbgeno por kilogramo de peso
corporal. En una realizacién, el paciente humano recibe una
dosis de alrededor de 0,1 mg hasta alrededor de 10 mg de LAL
exégeno por kilogramo de peso corporal. En una realizacidén, el
paciente humano.recibe una dosis de alrededor de 0,1 mg hasta
alrededor de 5 mg de LAL exdgeno por kilogramo de peso
corporal. |

En una realizacién, una velocidad de infusidén es de entre
alrededor de 0,1 mg/kg/hr y alrededor de 4 mg/kg/hr.

En algunas realizaciones, el paciente humano se trata con
un segundo agente terapéutico. El segundo agente terapéutico
puede incluir, por ejemplo, un farmaco reductor del colesterol
(por ej., estatina o ezetimibe), una anti histamina (por ej.,

difenhidramina), o un inmunosupresor.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1A muestra los niveles de aspartato transaminasa
sérica (AST) de un. paciente infantil masculino con Enfermedad
de Wolman (es decir, inicio temprano de la Deficiencia de LAL)
guien recibié administracién semanal de LAL exdgeno (SBC-102)
(dosis: 0,2 mg/kg (infusién inicial; semana 0); 0,3 mg/kg
(semana 1); 0,5 mg/kg (semana 2); y 1,0 mg/kg (semanas 3-8)).
La Figura 1B muestra niveles de alanina transaminasa sérica
(ALT) del mismo paciente. El paciente tenia 4 meses y 1 semana

de vida en el momento de la infusidn inicial.
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la Figura 2 muestra los niveles séricos de ferritina del
paciente con Enfermedad de Wolman quien recibid administracién
semanal de LAL exdgeno (SBC-102) (dosis: 0,2 mg/kg (infusidén
inicial; semana 0); 0,3 mg/kg (semana 1); 0,5 mg/kg (semana 2);
y 1,0 mg/kg (semanas 3-8)). El paciente tenia 4 meses y 1
semana de vida en el momento de la infusién inicial. Los
niveles de ferritina sérica se muestran desde la semana 1
después de la dosificacién inicial a la semana O.

lLa Figura 3 muestra la velocidad de crecimiento del
paciente con Enfermedad de Wolman quien recibid administracidn
semanal de LAL exdégeno (SBC-102) (dosis: 0,2 mg/kg (infusidn
inicial; semana 0); 0,3 mg/kg (semana 1); 0,5 mg/kg (semana 2);
y 1,0 mg/kg (semanas 3-8)).

La Figura 4 muestra una curva de crecimiento del paciente
con Enfermedad de Wolman (kg, percentiles de peso para la edad
para nifos).

La PFigura 5 muestra los niveles séricos de AST de un
paciente con CESD de sexo masculino de 41 afios de edad quien
recibié dosis semanales de 0,35 mg/kg de LAL exdgeno.

La Figura 6 muestra niveles séricos de ALT de un paciente
con CESD de sexo masculino de 41 afios de edad quien recibid
dosis semanales de 0,35 mg/kg de LAL exdgeno.

La Figura 7 muestra niveles séricos de albUmina de un
paciente con CESD de sexo masculino de 41 afios de edad quien
recibié dosis semanales de 0,35 mg/kg de LAL exdgeno.

La Figura 8 muestra los niveles séricos de ferritina de un
paciente con CESD de sexo masculino de 41 afios de edad guien
recibié dosis semanales de 0,35 mg/kg de LAL exdgeno.

La Figura 9 ilustra el indice de aumento de peso en cuatro
ratas macho, agrupadas por edad cada una asignada a los
siguientes cuatro regimenes de dosificaciéh de LAL exdgeno: 1
mg por kilogramo una vez por semana, 5 mg por kilogramo una vez

por semana, 5 mg por kilogramo una vez cada 2 semanas, O
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10

placebo. Los numeros dentro de las columnas representan dias
después del nacimiento.

La Figura 10 muestra los resultados del examen patoldgico
e histo-patolégico de una rata con deficiencia de LAL, de
control tipo salvaje tratada con LAL exdgeno, y una rata con
deficiencia de LAL tratada con placebo. La patologia en
general demuestra una normalizacién de color y tamafio del
higado en ratas tratadas con LAL exdégeno. Histopatologia de
tejido hepatico de ratas tratadas con LAL exdgeno muestra
histologia hepatica esencialmente normal en marcado contraste
con la acumulacién sustancial de macréfagos espumosos en los
animales tratados con placebo.

La Figura 11 muestra la co-localizacién de LAL humano
recombinante (SBC-102) y marcador lisosomal en los lisosomas de
células examinadas por microscopio con fluorescencia confocal
usando un modo de barrido secuencial.

La Figura 12 muestra la especificidad de unidén de LAL
humano recombinante (SBC-102) al receptor de manosa/ GlcNAc
evaluados por ensayos de unién competitiva usando la linea
celular de macrdéfago, NRB8383.

La Figura 13 muestra la actividad de LAL humano
recombinante en células, en células normales y con deficiencia
de LAL in vitro.

La Figura 14 ilustra el efecto del tratamiento con LAL
humano recombinante (SBC-102) en la masa de érganos internos de
ratas con deficiencia de LAL. El tamafioc del d&rgano esta
representado por porcentaje de peso corporal determinado a las
8 semanas de vida, en ratas LAL-/- y ratas LAL+/+ luego de la
administracién semanal de vehiculo o SBC-102 at 5 mg/kg durante
4 semanas.

La Figura 15 dilustra el peso corporal en ratas tipo
salvaje y con deficiencia de LAL luego de la administracidn

semanal de vehiculo o SBC-102 a 5 mg-kg™' durante 4 semanas.
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La administracién de la dosis se resalta en el eje X por
diamantes que comienzan en la 4ta semana.

la Figura 16 muestra niveles de colesterol hepatico,
colesteril éster y triglicérido determinado a las 8 semanas de
vida en WT vy ratas con deficiencia de LAL luego de la
administracién semanal de vehiculo o SBC-102 a 5 mg-kg'1
durante 4 semanas.

La Figura 17 muestra el porcentaje de aumento del peso
corporal en ratas con deficiencia de LAL.

La Figura 18 muestra el peso del higado, como porcentaje
del peso corporal, en ratas con deficiencia de LAL después de
la administracién de SBC-102 durante 4 semanas.

La Figura 19 ilustra los niveles de colesteril éster en
los tejidos en ratas con deficiencia de LAL después de la

administracién de SBC-102 durante 4 semanas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a métodos de tratamiento
de un humano gque sufre una enfermedad o afeccién que es
sensible a la administracién de &cido lipasa lisosomal exdgeno.
Definiciones

Como conveniencia, ciertos términos empleados en la
memoria descriptiva, ejemplos y reivindicaciones anexas, se
establecen aqui para ilustrar y definir el significado y el
alcance de los varios términos wusados para describir la
presente invencidn.

"ILAL" como se usa aqui se refiere a "acido lipasa
lisosomal," y los dos términos se usan en forma indistinta en
toda la memoria descriptiva. El LAL puede ser una proteina
humana, es decir, &acido lipasa lisosomal humano. El término
"SBC-102," como se usa aqui, se refiere a un é&cido lipasa
lisosomal humano recombinante. 1AL se refiere, ademds, en la
literatura a acido colesteril éster hidrolasa, colesteril

esterasa, Lipasa A, LIPA, y esterol esterasa.
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El LAL cataliza la hidrélisis de ésteres de colesterol y
triglicéridos en colesterol libre, glicerol, y acidos grasos
libres. De este modo, la "Actividad de LAL" puede medirse, por
ejemplo, por la descomposicién del sustrato fluorogénico, 4-
metilumbelilferil oleato (4MUO). La descomposicién de 4MUO
puede detectarse, por ejemplo, por excitacidén a alrededor de
360 nm y emisién a 460 nm del fluordforos liberado, 4-
metilumbeliferona (4MU). Los resultados pueden informarse en
unidades de fluorescencia relativa (RFU). Por ejemplo, 1la
cantidad de sustrato descompuesto en un ensayo de parametros de
30 minutos puede cuantificarse con relacién a una curva
estandar de 4MU, y una unidad (U) de actividad puede definirse
como la cantidad de enzima requerida para descomponer 1
micromol de 4MUO por minuto a 37 °C. Como consecuencia, 1los
fragmentos o variantes funcionales de LAL incluyen fragmentos o
variantes que tienen Actividad de LAL, por ej., la capacidad de
hidrolizar ésteres de colesterol y/o triglicéridos.

Como se usa aqui "LAL exdgeno" se refiere a LAL que no es
producido en forma natural por un paciente. Por ejemplo} LAL
exégeno incluye proteina LAL recombinante que se administra a
un paciente, la proteina LAL que se aisla de una persona ©
animal y se administra a un paciente, y la proteina LAL que se
produce (es decir, se expresa) en un paciente como resultado de
la administracién de ARN y/o ADN que codifica LAL u otro
tratamiento que aumenta la expresién de proteina LAL enddgena.

"Inyeccién intravenosa," con frecuencia denominada desde
el punto de vista médico inyeccidén en bolo o por impulso IV, se
refiere a una via de administracién en la cual una Jeringa se
conecta al dispositivo de acceso IV y la medicacién se inyecta
directamente, normalmente en forma rapida y ocasionalmente
hasta un periodo de 15 minutos si pudiera causar irritacién de
la vena o un efecto demasiado réapido. Una vez que el
medicamento se hé inyectado en el chorro de fluidos de la sonda

IV, debe haber algunos medios de asegurar que pase de la sonda
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al paciente. Usualmente esto se logra permitiendo que el
caudal de fluido fluya normalmente y de este modo transporte el
medicamento al torrente sanguineo. Sin embargo, en algunos
casos una segunda inyeccién de fluido, en ocasiones denominado
"enjuague," se usa después de la primera inyeccidén para
facilitar el ingreso del medicamento en el torrente sanguineo.

"Infusidn intravenosa" se refiere a una via de
administracién en la cual la medicaciédn se administra durante
un periodo extendido de tiempo. Por ejemplo, la medicacidn
puede administrarse a un paciente durante un periodo de tiempo
entre 1 y 8 horas. La medicacién también puede administrarse a
un paciente durante un periodo de alrededor de 1, alrededor de
2, alrededor de 3, alrededor de 4, alrededor de 5, alrededor de
6, alrededor de 7, o alrededor de 8 horas. Para lograr una
infusién intravenosa, puede usarse un gotero por gravedad IV o
un bombeador IV. Normalmente se usa infusién IV cuando un
paciente requiere medicaciones sélo en determinados momentos vy
no requiere fluidos intravenosos adicionales (por ej.,
soluciones acuosas que pueden contener sodio, cloruro, glucosa
o cualquier combinacién de los anteriores) tales como aquellas
que recuperan los electrolitos, el aztcar en sangre Yy la
pérdida de agua.

El término "ave" como se usa aqui se refiere a cualquier
especie, sub-especie o raza de organismo de las aves de clase
taxondémica, tales como, sin caréacter limitativo pollos, pavo,
pato, ganso, codorniz, faisanes, loros, pinzones, aguilas,
cuervos, y ratidas incluyendo avestruz, emd y casuario. ELl
término incluye las varias cepas conocidas de Gallus, o pollos
(por ejemplo, White Leghorn, Brown Leghorn, Barred-Rock,
Sussex, New Hampshire, Rhode Island, Australorp, Minorca,
Amrox, California Gray), asi como también cepas de pavos,
faisanes, codornices, pato, avestruces, y otras aves de corral

normalmente criadas en cantidades comerciales. Esto también
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incluye un organismo de ave individual en todas las etapas de
desarrollo, incluyendo etapas fetales y embrionarias.

El término " derivado de las aves de corral " o "derivado
de las aves" se refiere a una composicién o sustancia producida
por u obtenida de aves de corral. "Aves de corral" se refiere a
aves que pueden mantenerse como animales -de granja, incluyendo
sin carécter limitativo, ©pollos, pato, pavo, codorniz 'y
ratidas. Por ejemplo, "derivado de las aves de corral” puede
referirse a derivados de pollos, derivados de pavo y/0
derivados de codorniz.

El término "paciente" como se usa aqui se refiere a
cualquier persona que recibe o que ha recibido o debe recibir
cuidado o tratamiento médico, por ej., como el proporcionado
por el profesional de la salud.

"Dosis terapéuticamente efectiva" como se usa aqui se
refiere a la dosis (por ej., cantidad y/o intervalo) de farmaco
requerido para producir una respuesta terapéutica pretendida.
A dosis terapéuticamente efectiva se refiere a una dosis que,
cuando se comparé con un sujeto correspondiente gue no ha
recibido dicha dosis, produce una mejora en el tratamiento,
curacién, prevencién, o alivio de una enfermedad, trastorno, ©
efecto colateral, o una reduccidén en el indice de ocurrencia o
avance de una enfermedad o trastorno. El término incluye,
ademas, dentro de su alcance, dosis efectivas para potenciar
las funciones fisioldgica.

Los términos "tratar," T"tratar," y "tratamiento" se
refieren a métodos de aliviar, abatir, o atenuar una enfermedad
o sintoma, prevenir un sintoma adicional, atenuar o prevenir
una causa subyacente de un sintoma, inhibir una enfermedad o
afeccién, detener el desarrollo de una enfermedad o afeccidn,
aliviar una enfermedad o afeccidén, producir regresién de una
enfermedad o afeccién, aliviar una afeccidén causada por la

enfermedad o afeccidén, o detener un sintoma de la enfermedad o
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afeccién ya sea en forma profilactica y/o después de que ha
ocurrido el sintoma.

Como se usa aqui con referencia a una dosis particular,
“kg~t”, "por kg", "/kg," y "por kilogramo" representan "por
kilogramo del peso corporal" del mamifero, y de este modo los
términos pueden usarse en forma indistinta.

Como se usa aqui, el término "polipéptido" pretende
abarcar un "polipéptido" singular asi como también
"polipéptidos,™ en plural y se refiere a una molécula compuesta
por mondémeros (aminodcidos) ligados en forma lineal por enlaces
de amida (conocidos también como enlaces de péptidos) . El
término "polipéptido" se refiere a cualgquier cadena o cadenas
de dos o m&s aminodcidos, y no se refieren a una longitud
especifica del producto. De este modo, péptidos, dipéptidos,
tripéptidos, oligopéptidos, "proteinas," "cadenas de
aminodcidos," o cualguier otro término usado para referirse a
una cadena o cadenas de dos o m&s aminodcidos, se incluyen
dentro de la definicién de '"polipéptido," y el término
"polipéptido" puede usarse en su lugar, o en forma indistinta
con cualquiera de estos términos. El término "polipéptido"
también pretende referirse a los productos de modificaciones
post-expresién del polipéptido, incluyendo sin limitacidn
glicosilaciédn, acetilaciédn, fosforilacidn, amidaciédn,
derivatizacién por medio de cualquier grupo protector/ de
bloqueo conocido, disociacién proteolitica o modificacidén por
aminodcidos no naturales. Un polipéptido puede derivar de una
fuente biolégica natural o] producirse por Vtecnologia
recombinante, pero no se traduce esencialmente de una secuencia
designada de &cido nucleico. Puede generarse de cualquier modo,
incluyendo sintesis quimica.

Como se usa aqui, el porcentaje de homologia entre dos
secuencias de aminodcidos o dos secuencias de nucledtidos es
equivalente al ©porcentaje de identidad entre las dos

secuencias. El porcentaje de identidad entre las dos

©®
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secuencias es una funcién del numero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias (es decir, % de homologia= # de
posiciones idénticas/total # de posiciones X 100), teniendo en
cuenta el nuUmero de separaciones, y la longitud de cada
separaciédn, que necesita introducirse para una Optima
alineacién de las dos secuencias. La comparacién de secuencias
y determinacién del porcentaje de identidad entre dos
secuencias puede lograrse usando un algoritmo matematico, como
se describe a continuacién en los ejemplos no limitativos.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de
aminodcidos puede determinarse usando el algoritmo de E. Meyers
y W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4:11-17 (1988)), gue se ha
incorporado en el programa ALIGN (versién 2,0), wusando una
tabla de residuo de peso PAM120, una pehalidad de longitud de
separacién de 12 y una penalidad de separacién de 4. Ademas,
el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos
puede determinarse usando el algoritmo de Needleman y Wunsch
(J. Mol, Biol. 48:444-453 (1970)) que se ha incorporado en el
programa GAP en el paquete informdtico GCG (disponible en
http://www.gcg.com), usando tanto una matriz Blossom 62 como
una matriz PAM250, y un peso de separacién de 16, 14, 12, 10,
8, 6, o 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5, o 6.

Por un polipéptido "aislado" o un fragmento, variante, o
derivado de los anteriores se entiende un polipéptido que no
estd en su medio natural. No se requiere ningin nivel
particular de purificacidn. Por ejemplo, un polipéptido
aislado puede eliminarse de su entorno natural o de origen.
Los polipéptidos y proteinas producidos en forma recombinante
expresados en las células huésped se consideran aislados como
se divulga aqui, ya que son polipéptidos recombinantes o
nativos que se han separado, fraccionado, o purificado parcial
o sustancialmente por cualquier técnica apropiada.

Otros polipéptidos divulgados aqui son fragmentos,

derivados, andlogos, o variantes de los polipéptidos que
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anteceden, y cualquier combinacién de los anteriores. Los
términos "fragmento," "variante," "derivado" y "anadlogo" cuando
se refiere a cualquiera de los polipéptidos divulgados aqui
incluyen cualquier polipéptido que mantenga por lo menos parte
de la actividad del polipéptido nativo correspondiente (por
ej., fragmentos, variantes, derivados, y anadlogos de
polipéptido LAL que mantienen la capacidad de hidrolizar
ésteres de colesterol y/o triglicéridos). Los fragmentos de
polipéptidos incluyen, por ejemplo, fragmentos proteoliticos,
asi como también fragmentos de eliminacién. Las variantes de
un polipéptido incluyen fragmentos como se describidé con
anterioridad, y también polipéptidos con secuencias de
aminoacidos alteradas debido a sustituciones, eliminaciones o
inserciones de aminoacidos. Las variantes pueden ocurrir
naturalmente o no ocurrir en forma natural. Las variantes no
naturales pueden producirse usando técnicas de mutagénesis
conocidas en el arte. Los polipéptidos variantes pueden
comprender sustituciones, eliminaciones o incorporaciones de
aminodcidos conservadores o no conservadores. Los derivados
son polipéptidos que se han alterado para exhibir
caracteristicas adicionales que no se encuentran en el
polipéptido nativo. Ejemplos incluyen proteinas de fusiédn.
Los polipéptidos variantes también pueden denominarse aqui "
andlogos de polipéptido."™ Como se usa aqui, un "derivado" de
un polipéptido sujeto puede contener uno o mas residuos
derivados en forma quimica por reaccién de un grupo lateral
funcional. También se incluyen como "derivados" son aquellos
péptidos que contienen uno o m&s derivados de aminoacidos
naturales de los veinte aminocacidos esténdar. Por ejemplo, 4-
hidroxiprolina puede sustituirse en lugar de prolina; 5-
hidroxilisina puede sustituirse en lugar de 1lisina; 3-
metilhistidina puede sustituirse en lugar de histidina;
homoserina puede sustituirse en lugar de serina; y/o ornitina

puede sustituirse en lugar de lisina.
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El término '"polinucledétido" pretende abarcar un acido
nucleico en singular asi como también 4&cidos nucleicos en
plural, y se refiere a una molécula o construccién de acido
nucleico aislado, por ej., ARN mensajero (ARNm) o ADN plasmido
(ADNp) . Un polinucleétido puede comprender un enlace
fosfodiéster convencional o un enlace no convencional (por ej.,
un enlace amida, tales como se encuentra en los acidos
nucleicos polipeptidicos (PNA)). El término "acido nucleico"
se refiere a cualquiera de uno o mas segmentos de acido
nucleico, por ej., fragmentos de ADN o ARN, presentes en un
polinucleétido. Por &cido nucleico o polinucledtido "aislado™
se entiende una molécula de &cido nucleico, ADN o ARN, que se
ha eliminado de su entorno de origen. Por ejemplo, un
polinucleétido recombinante que codifica el LAL contenido en un
vector se considera aislado para los fines de la presente
invencién. Ejemplos adicionales de un polinucledtido aislado
incluyen polinucleétidos recombinantes mantenidos en células
huésped heterdlogas o polunucledétidos modificados (en forma
parcial o sustancial) en solucidn. Las moléculas de ARN
aislado incluyen transcripciones de ARN in vivo o in vitro de
polinucleétidos de la presente invencién. Los polinucledtidos
o aislados &cido nucleicos de acuerdo con la presente invencidn
ademas incluyen dichas moléculas producidas sistematicamente.
Ademas, un polinucledétido o un &cido nucleico puede ser o puede
incluir un elemento regulatorio tal como un promotor, sitio de
unién a ribosomas, o un terminador de transcripcidn.

Como se usa aqui, una "regidén de codificacidén” es una
porcién de acido nucleico que consiste en codones traducidos en
aminodcidos. Aunque un "codén de detencién" (TAG, TGA, o TAA)
no se traduce en un aminodcido, puede considerarse gue es parte
de una regién de codificacién, pero cualquier secuencia que lo
rodea, por ejemplo promotores, sitios de unién a los ribosomas,
terminadores de transcripcidén, intrones, y similares, no son

parte de una regién de codificacién. Dos o mas regiones de
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codificacién de la presente invencidén pueden estar presentes en
una UGnica construccién de polinucledétidos, por ej., en un
vector simple, o) en construcciones separadas de
polinucleétidos, por ej., en vectores separados (diferentes).
En forma adicional, cualquier vector puede contener una region
de codificacién simple, o puede comprender dos o mas regiones
de codificacién. Ademds, un vector, polinucledétido, o éacido
nucleico de la invencién pueden codificar regiones de
codificacién heterdlogas, ya sea fusionadas o no fusionadas a
un acido nucleico que codifica a polipéptido LAL o fragmento,
variante, o derivado de los anteriores. Las regiones de
codificacién heterdlogas incluyen sin limitacidn elementos o
motivos especializados, tales <como un péptido de sefial
secretorio o un dominio funcional heterdlogo.

Una variedad de regiones de control de transcripcién
resulta conocida para aquellas personas con experiencia en el
arte. Estas inclﬁyen, sin limitacién, regiones de control de
transcripcién que funcionan en las células de los vertebrados,
tales como, sin caracter limitativo, segmentos promotor y
potenciador de citomegalovirus (el promotor de inicio
inmediato, en conjuncién con intrén A), virus de simio 40 (el
promotor de inicio), y retrovirus (tales como virus del sarcoma
de Rous). Otras regiones de control de transcripcidén incluyen
aquellas derivadas de genes de vertebrados tales como actina,
proteina de shock térmico, hormona de crecimiento de bovino y
B-globina de ratén, asi como también otras secuencias capaces
de controlar la expresidén génica en células eucaridticas. Las
regiones apropiadas de control de transcripcidén adicionales
incluyen promotores especificos de tejidos y potenciadores asi
como también promotores inductores de linfoquina (por ej.,
promotores inducibles por interferones o interleucinas).

De manera similar, una variedad de elementos de control de
traduccién resultan conocidos para aquellas personas con

experiencia usual en el arte. Estos incluyen, sin caracter
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limitativo sitios de unién a los ribosomas, codones de inicio y
terminacién de la traduccién, y elementos derivados de
picornaviruses (en particular un sitio de entrada al ribosoma
interno, o IRES, también denominado secuencia CITE).

En otras realizaciones, un polinucledétido de la presente
invencién es ARN, por ejemplo, en la forma de ARN mensajero
(ARNm) .

Las regiones de codificacién de polinucledétido y acido
nucleico de la presente invenciédn pueden estar asociadas con
regiones de codificacién adicionales que codifican los péptidos
de sefial o secretorios, que dirigen la secrecién codificada por
un polinucleétido de la presente invencién. De acuerdo con la
hipétesis de sefial, las proteinas secretadas por células de
mamiferos tienen una secuencia de lider secretor o péptido de
sefial que se disocia de la proteina madura una vez que Se ha
iniciado la exportacién de la cadena de proteina creciente a
través del reticulo endoplasmatico. Aquellas personas con
experiencia en el arte tienen conocimiento de que los
polipéptidos secretados por las células de los vertebrados
generalmente tienen un péptido de sefial fusionado al N-término
del polipéptido, que se disocia del polipéptido completo o "de
longitud completa" para producir una forma secretada o "madura"
del polipéptido. En determinadas realizaciones, el péptido de
sefial nativo, por ej., se usa el ©péptido de senal
MKMRFLGLVVCLVLWTLHSEG (SEC ID NO: 2) de LAL humano, © un
derivado funcional de esa que mantiene la capacidad de orientar
la secrecién del polipéptido gque estd asociado en forma
funcional con éste. En forma alternativa, un péptido de sefial
heterélogo (por ej., un péptido de sefial heterdlogo de ave o de
mamifero), o un derivado funcional de los anteriores, puede
utilizarse. Por ejemplo, la secuencia lider del tipo salvaje
puede sustituirse con la secuencia lider de activador de

plasminégeno humano (TPA) o B-glucuronidasa de ratdn.
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"Vector" significa un polinucleétido formado por un ARN ©
ADN de hebra simple, hebra doble, circular o superbobinado. Un
vector tipico puede estar formado por los siguientes elementos
ligados en forma operativa a las distancias apropiadas para
permitir la expresién del gen funcional: origen de replicacidn,
promotor, potenciador, secuencia lider 5' ARNm, sitio de unidn
al ribosoma, casete de &cido nucleico, sitios de terminacidn y
poliadenilacién y secuencias marcadoras seleccionables. Uno o
mas de estos elementos pueden omitirse en aplicaciones
especificas. El casete de &cido nucleico puede incluir un sitio
de restriccién para insercién de la secuencia de &cido nucleico
que se expresarad. En un vector funciocnal el casete de acido
nucleico contiene la secuencia de acido nucleico que se
expresard incluyendo sitios de inicio y terminacidén de la
traduccién. Un intrén puede incluirse en forma opcional en la
construccién, por ejemplo, 5'’ a la secuencia de codificacion.
Un vector se construye de manera tal que la secuencia de
codificacién particular esté ubicada en el vector con las
secuencias regulatorias apropiadas, el posicionamiento y
orientacién de la secuencia de codificacidén con respecto a las
secuencias de <control de modo tal que la secuencia de
codificacién se transcribe bajo el "control" de las secuencias
de control o regulatorias. La modificacién de las secuencias
gue codifican la proteina particular de interés puede ser
deseable para lograr este extremo. Por ejemplo, en algunos
casos puede ser necesario modificar la secuencia de manera que
pueda unirse a las secuencias de control con la orientacién
apropiada, o para mantener el marco de lectura. Las secuencias
de control y otras secuencias regulatorias pueden ligarse a la
secuencia de codificacién antes de la insercidén en un vector.
En forma alternativa, la secuencia de codificacidén puede
clonarse directamente en un vector de expresidén que ya contiene

las secuencias de control y un sitio de restriccidén apropiado
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que estd en el marco de lectura con y bajo control regulatorio
de las secuencias de control.

El término "expresién" como se usa aguil se refiere a un
proceso por el cual un gen produce un bioguimico, por ejemplo,
un polipéptido. El proceso incluye cualquier manifestacidén de
la presencia funcional del gen dentro de la célula incluyendo,
sin limitacién, knockdown génico asi como también tanto
expresién transitoria como expresién estable. Incluye sin
limitacién transcripcién del gen en ARN mensajero (ARNm), y la
traduccién de dicho ARNm en polipéptido(s). La expresidén de un
gen produce un "producto génico." Como se usa aqui, un
producto génico puede ser o bien un acido nucleico, por ej., un
ARN mensajero producido por transcripcidén de un gen, © un
polipéptido que se traduce de una transcripcién. Los productos
génicos que se describen en esta invencidén ademas incluyen
dcido nucleicos con modificaciones post-transcripcionales, por
ej., poliadenilacién, o polipéptidos con modificaciones post
translacionales, por ej., metilacién, glicosilacidn, la
incorporacién de lipidos, asociacién con otras sub-unidades de
proteina, separacién proteolitica, y similares.

Como se usa aqui, "células huésped" se refiere a células
que albergan vectores construidos usando técnicas de ADN

recombinante y que codifican por lo menos un gen heterdlogo.

Como se usa aqui los términos "N-glicano,"
"oligosacarido,”" '"estructura de oligosacadrido," '"patrdn de
glicosilacién," '"perfil de glicosilacién," y "estructura de

glicosilacién” tienen esencialmente el mismo significado y cada
uno se refiere a una o mas estructuras que se forman a partir
de residuos de aztcar y estadn unidas a las proteinas
glicosiladas.

Como se usa aqui, el término "composicidén farmacéutica" se
refiere a una mezcla de un compuesto descrito aqui con otros

componentes quimicos, tales como vehiculos, estabilizadores,
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diluyentes, agentes dispersantes, agentes de suspensidn,

agentes aglutinantes, y/o excipientes.

Pacientes con Insuficiencia de la Actividad de LAL

Sin la intencién de limitar la invencién al tratamiento de
cualquier afeccién particular o grupo de afecciones, la
invencién incluye el tratamiento de deficiencias &cido lipasa
lisosomal (LAL) en pacientes. Como se usa aqui, un paciente
con una Deficiencia de LAL es cualquier paciente que tiene
insuficiencia de la actividad de LAL. La insuficiencia de 1la
actividad de LAL en el paciente puede, por ejemplo, ser el
resultado de bajos niveles de ARN, bajos niveles de proteinas,
o baja actividad de proteinas. La insuficiencia de la
actividad de LAL puede ser el resultado de una mutacién en la
secuencia de codificacién de LAL, una secuencia regulatoria de
ILAL, o en otro gen (por ej., un gen qgque regula LAL). La
insuficiencia de la actividad de LAL también puede ser el
resultade de factores ambientales.

La presente invencién puede usarse para tratar un amplio
espectro de afecciones en un sujeto o paciente. Por lo tanto,
cualquier afeccién que pueda tratarse en forma beneficiosa por
LAL exdégeno de acuerdo con la invencidén se incluye dentro del
alcance de la invencién.

Una realizacién de la invencidén se <centra en el
tratamiento de enfermedades de almacenamiento lisosomal (LSDs)
que resultan de una deficiencia en el &cido lipasa lisosomal,
especificamente Enfermedad de Wolman (WD) y Enfermedad de
Almacenamiento de Colesteril Ester (CESD). Sin la intencién de
limitar la invencidén a ninguna teoria particular o mecanismo de
operacidén, ambas WD y CESD pueden deberse a mutaciones en el
espacio del LAL y producir la acumulacidén masiva de material
lipido en los lisosomas en una cantidad de tejidos y una
profunda molestia en el en una cantidad de tejidos y wuna

profunda molestia en los mecanismos homeostédticos de lipidos vy
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colesterol que pueden tratarse por la administracién de LAL
exégeno de acuerdo con los métodos de la invencion. De este
modo, en una realizacién, la Deficiencia de LAL tratada de
acuerdo con 1la invencidén es WD. En otra realizacidén, la
Deficiencia de LAL tratada de acuerdo con la invencién es CESD.
En algunas realizaciones, un diagnéstico de WD o CESD se basa
en andlisis genético (por ej., identificacién de una mutacidn
funcional en una secuencia de codificacién de LAL). En otras
realizaciones, un diagnéstico de WD o CESD se basa en hallazgos
clinicos (por ej., analisis fisico y/o anadlisis de
laboratorio).

En algunas realizaciones, el LAL exdégeno puede usarse para
tratar complicaciones en una variedad de afecciones tales como
Enfermedad de Higado Graso No  Alcohdlico (NAFLD) y
Esteatohepatifis No Alcohélica (NASH). NAFLD se refiere a una
enfermedad del higado que tiene histopatologia similar a la
enfermedad hepatica que se debe a la excesiva 1ingesta de
alcohol. Se caracteriza por macrovesicularesteatosis que
produce agrandamiento del higado. La NAFLD puede progresar en
NASH que se refiere a una enfermedad del higado que es similar
a NAFLD con el agregado de inflamacién y dafio al higado que
puede conducir a fibrosis y cirrosis.

En algunas realizaciones, el LAL exdgeno puede usarse para
tratar afecciones incluyendo pancreatitis, por ejemplo,
pancreatitis crénica y/o pancreatitis aguda asi como también
lesién al pancreas inducida por alcohol tal como pancreatitis
inducida por alcohol.

El LAL exdégeno producido por cualquier método util puede
usarse para tratar enfermedades producidas por lesidén celular
inducida por alcohol incluyendo, sin cardcter limitativo,
aquellas lesiones celulares inducidas por alcohol que producen
la acumulacién de ésteres de lipidos en tejidos corporales
tales como, sin caracter limitativo, tejido hepatico, bazo,

gota, cardiovascular. De acuerdo con la invencidén, la mala
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absorcién también puede tratarse por administracién de LAL
exb6geno. El LAL exdégeno también es util para el tratamiento de
pacientes con enfermedad de Tangier e hipoalfalipoproteinemia
familiar. La hipoalfalipoproteinemia familiar/ enfermedad de
Tangier estd asociada con la acumulacién de ésteres de
colesterol en macrdéfagos acompaniado por hepatoesplenomegalia
y/o linfoadenopatia junto con bajos niveles de HDL que pueden
tratarse por la administracién de LAL exdgeno. Por ejemplo,
sin la intencién de limitar la invencién a ninguna teoria
particular o mecanismo de operacidn, la insuficiencia en la
Actividad de LAL puede reducir la expresién de ABCAl y por el
contrario un aumento en Actividad de LAL obtenida por la
administracién de LAL exdgeno a un paciente con
hipoalfalipoproteinemia familiar/ enfermedad de Tangier
aumentarad la expresién de ABCAl para superar los efectos de un
gen de ABCAl con una reducida actividad funcional como
resultado de polimorfismo.

En algunas realizaciones, el nivel de Actividad de LAL en
un paciente antes del tratamiento es de alrededor de %,
alrededor de 2%, alrededor de 3%, alrededor de 5%, alrededor de
10%, alrededor de 15%, alrededor de 20%, alrededor de 30%,
alrededor de 40%, alrededor de 50%, alrededor de 60%, alrededor
de 70%, o alrededor de 80% de los niveles normales de Actividad
de LAL. En una realizacién, el nivel de Actividad de LAL en un
paciente antes del tratamiento es de alrededor de 50% o menos
de los niveles normales de Actividad de LAL. En una
realizacién, el nivel de Actividad de LAL en un paciente antes
del tratamiento es de alrededor de 40 % o menos de los niveles
normales de Actividad de LAL. En algunas realizaciones, el
nivel de Actividad de LAL en un paciente antes del tratamiento
es de alrededor de 30% o menos de los niveles normales de
Actividad de LAL. En algunas realizaciones, el nivel de
Actividad de LAL en un paciente antes del tratamiento es de

alrededor de 30% o menos de los niveles normales de Actividad
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de LAL. En algunas realizaciones, el nivel de Actividad de LAL
en un paciente antes del tratamiento es de alrededor de 20% o
menos de los niveles normales de Actividad de LAL. En algunas
realizaciones, el nivel de Actividad de LAL en un paciente
antes del tratamiento es de alrededor de 10% o menos de los
niveles normales de Actividad de LAL. En algunas
realizaciones, el nivel de Actividad de LAL en un paciente
antes del tratamiento es de alrededor de 5% o menos de los
niveles normales de Actividad de LAL. En algunas
realizaciones, un paciente muestra Actividad de LAL no
mensurable antes del tratamiento.

En algunas realizaciones, el nivel de Actividad de LAL se
mide en fibroblasto cultivado obtenido de un paciente humano
que sufre Deficiencia de LAL. En algunas realizaciones, el
nivel de Actividad de LAL se mide en linfocitos (por ej.,
leucocitos) de un paciente humano que sufre Deficiencia de LAL.
Los linfocitos incluyen, sin carédcter limitativo, células
mononucleares de sangre periférica (PMBC). Métodos para la
medicién se describen, por ejemplo, en Burton et al., (1980)
Clinica Chimica Acta 101: 25-32, y en Anderson et al., (1999)
Mol. Genet. & Metab., 66: 333-345, ambas se incorporan a esta
invencién en totalidad. Los pacientes con deficiencia de LAL
que deben recibir tratamiento con LAL exdgeno pueden exhibir
actividad enzimatica de LAL en fibroblasto que es menor que
alrededor de 30, alrededor de 20, alrededor de 10, alrededor de
5, alrededor de 4, alrededor de 3, alrededor de 2 o alrededor
de 1 pmol/mg/min segun se mide usando trioleina como sustrato.
Los pacientes con deficiencia de LAL que deben recibir
tratamiento con LAL exdgeno pueden exhibir actividad enziméatica
de LAL con leucocitos gque es menor que alrededor de 30,
alrededor de 20, alrededor de 10, alrededor de 5, alrededor de
4, alrededor de 3, alrededor de 2 o alrededor de 1 pmol/mg/min
segun se mide por trioleina como sustrato. Los pacientes con

deficiencia de LAL que deben recibir tratamiento con LAL
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exégeno exhiben actividad enzimdtica de LAL en fibroblasto que
es menor que alrededor de 30, alrededor de 20, alrededor de 10,
alrededor de 5, alrededor de 4, alrededor de 3, alrededor de 2
o alrededor de 1 pmol/mg/min seguin se mide usando oleato de
colesterilo como sustrato. Los pacientes con deficiencia de
LAL que deben recibir tratamiento con LAL exdgeno pueden
exhibir actividad enzimdtica de LAL con leucocitos que es menor
gque alrededor de 30, alrededor de 20, alrededor de 10,
alrededor de 5, alrededor de 4, alrededor de 3, alrededor de 2
o alrededor de 1 pmol/mg/min segin se mide usando oleato de

colesterilo como sustrato.

Administracién de LAL exdgeno

La invencién provee métodos de tratamiento de pacientes
humanos con LAL exdégeno que comprenden administrar LAL exdgeno
al paciente, en donde la administracién es suficiente para
recuperar el crecimiento, para mejorar la funcién hepatica,
para reducir el dafio al higado, para aumentar los niveles de
LAL en tejidos, y/o aumentar la Actividad de LAL en el
paciente. La invencién provee frecuencias Gtiles y no
caracterizadas anteriormente de administracién (es decir,
cronogramas de dosificacidén) de LAL exbégeno para tratar
afecciones que derivan de la Deficiencia de LAL, incluyendo WD
y CESD, asi como también cantidades de dosificacidén no
caracterizadas anteriormente para el tratamiento de estas
afecciones.

La invencién provee una dosis terapéuticamente efectiva de
LAL exdbgeno que se administrard a un paciente entre una vez
cada 5 dias y una vez cada 30 dias durante un periodo de tiempo
determinado por el profesional con experiencia en el arte de
las ciencias médicas. En una realizacidén, el periodo de tiempo
serd el resto del ciclo de vida del paciente. En una
realizacién, la frecuencia de dosificacidén es entre una vez

cada 5 dias y una vez cada 25 dias. En una realizacidén, la
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frecuencia de dosificacién es entre una vez cada 5 dias y una
vez cada 21 dias. En otra realizacién, la frecuencia de
dosificacién es entre una vez cada 7 dias y una vez cada 14
dias. El LAL exdbgeno puede administrarse ﬁna vez cada 5 dias,
una vez cada 6 dias, una vez cada 7 dias, una vez cada 8 dias,
una vez cada 9 dias, una vez cada 10 dias, una vez cada 11

dias, una vez cada 12 dias, una vez cada 13 dias, © una vez

cada 14 dias. En algunas realizaciones, el LAL exdgeno se
administra alrededor de semanalmente. En otras realizaciones,
el LAL exbégeno se administra alrededor de bi-semanalmente. En

una realizacién, la frecuencia de dosificacién es de alrededor
de una vez cada 30 dias.

Para el tratamiento de una afeccidén, generalmente, la
cantidad de LAL exdgeno administrado puede variar dependiendo
de factores conocidos tales como edad, salud, y peso del
receptor, tipo de tratamiento concurrente, frecuencia de
tratamiento, y similares. Usualmente una dosificacién de
principio activo puede ser de 0,01 a alrededor de 50 mg por
kilogramo del peso corporal. En una realizacidn, la
dosificacién de LAL exdégeno de acuerdo con la invencidn es
alrededor de 0,1 a 0,5 mg por kilogramo del peso corporal. En
una realizacién, la dosis es alrededor de 0,1 mg a alrededor de
5,0 mg por kilogramo. En una realizacién, la dosis es de
alrededor de 0,1 mg hasta alrededor de 5,0 mg por kilogramo.
En una realizacidn la.dosis es de alrededor de 0,1, alrededor
de 0,2, alrededor de 0,25, alrededor de 0,30, alrededor de
0,35, alrededor de 0,40, alrededor de 0,45, alrededor de 0,50
mg por kilogramo. En una realizacién, la dosis es alrededor de
1 mg a alrededor de 5 mg por kilogramo. En una realizacidn, la
dosis es de alrededor de 1 mg por kilogramo. En una
realizacién, la dosis es de alrededor de 3 mg por kilogramo.
Por ejemplo, 0,1 mg por kilogramo del peso corporal, 0,2 mg por
kilogramo del peso corporal, 0,3 mg por kilogramo del peso

corporal, 0,4 mg por kilogramo del peso corporal, 0,5 mg por
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kilogramo del peso corporal, 1 mg por kilogramo del peso
corporal, 2 mg por kilogramo del peso corporal, 3 mg por
kilogramo del peso corporal, 4 mg por kilogramo del peso
corporal, o 5 mg por kilogramo del peso corporal puede

administrarse. En una realizacién, la dosis es alrededor de 1

" mg a alrededor de 20 mg por kilogramo del peso corporal.

La invencién incluye, ademés, otras dosificaciones cuando
se emplea un cronograma de dosificacién de la invencidn. Por
ejemplo de acuerdo con un cronograma de dosificacién de la
invencién, entre alrededor de 0,1 mg y alrededor de 50 mg por
kilogramo del peso corporal se administra a un paciente.

En algunas realizaciones, se administran alrededor de 0,5
hasta alrededor de 50 mg de LAL exdgeno, por ej., a un paciente
con enfermedad de Wolman a la edad de entre 1 mes y 24 meses.
En una realizacidén los pacientes tienen menos de 1 ano de edad.
En otra realizacién, el paciente tiene menos de 2 afios de edad.
En algunas realizaciones, se administran alrededor de 0,1 mng,
alrededor de 0,2 mg, alrededor de 0,3 mg, alrededor de 0,4 mg,
alrededor de 0,5 mg, alrededor de 1 mg, alrededor de 2 mg,
alrededor de 3 mg, alrededor de 5 mg, alrededor de 10 mg,
alrededor de 15 mg, alrededor de 20 mg, alrededor de 25 mg,
alrededor de 30 mg, alrededor de 35 mg, alrededor de 40 mg, ©
alrededor de 45 mg de LAL exdgeno al paciente con Enfermedad de
Wolman. En algunas realizaciones, se administran alrededor de
0,5 hasta alrededor de 30 mg, alrededor de 0,5 hasta alrededor
de 20 mg, alrededor de 0,5 hasta alrededor de 10 mg, o©
alrededor de 0,5 hasta alrededor de 5 mg al paciente con
Enfermedad de Wolman. En algunas realizaciones, se administran
alrededor de 1 hasta alrededor de 30 mg, alrededor de 1 hasta
alrededor de 20, alrededor de 1 hasta alrededor de 10, o
alrededor de 1 hasta alrededor de 5 mg.

En algunas realizaciones, se administran alrededor de 1 mg
hasta alrededor de 350 mg de LAL exdgeno, por ej., a un

paciente diagnosticado con CESD. De este modo, en algunas
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realizaciones, se administran alrededor de 1, 5, 10, 25, 50,
75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, o 350 mg
de LAL exdégeno al paciente con CESD. En algunas realizaciones,
se administran alrededor de 5 hasta alrededor de 350 mg,
alrededor de 5 hasta alrededor de 300 mg, alrededor de 5 hasta
alrededor de 250, o alrededor de 5 hasta alrededor de 200 mg al
paciente con CESD. En algunas realizaciones, se administran
alrededor de 10 hasta alrededor de 350 mg, alrededor de 10
hasta alrededor de 300 mg, alrededor de 10 hasta alrededor de
250 mg, o alrededor de 10 hasta alrededor de 200 mg al paciente
con CESD.

Tratamientoé Combinados

Las proteinas terapéuticas que se describen aqui pueden
usarse en combinacién con otros agentes terapéuticos. La
invencién provee un procedimiento de tratamiento previo para
minimizar o prevenir cualquier reaccién anafilactica potencial
en la que puede incurrirse por administracién de LAL exdgeno de
acuerdo con la invencién. En una realizacidén, para pre-tratar
una potencial reaccién anafiléctica, wun antagonista del
receptor H-1, conocido también como un antihistaminico (por
ej., difenhidramina) se administra al paciente. En una
realizacién, el antagonista del receptor H-1 se administra en
una dosis de alrededor de 1 mg hasta alrededor de 10 mg por
kilogramo del peso corporal. Por ejemplo, un antihistaminico
puede administrarse en una dosis de alrededor de 5 mg por
kilogramo. La administracién del antihistaminico puede ser
antes de la administracién de LAL exdgeno de acuerdo con la
invencién. En una realizacién, el antagonista del receptor H-1
se administra alrededor de 10 hasta alrededor de 90 minutos,
por ejemplo, alrededor de 30 hasta alrededor de 60 minutos
antes de la administracién de LAL exdgeno. El antagonista del
receptor H-1 puede administrarse usando un sistema ambulatorio

conectado a un puerto de acceso vascular. En una realizacién,
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el antihistaminico se administra alrededor de 90 minutos antes
de la administracién de LAL exdgeno. En una realizacidn, el
antihistaminico se administra entre alrededor de 10 y alrededor
de 60 minutos antes de la administracién de LAL exdgeno. En
otra realizacién, el antihistaminico se administra entre
alrededor de 20 y alrededor de 40 minutos antes de administrar
LAL exdgeno. Por ejemplo, el antihistaminico puede

administrarse 20, 25, 30, 35, o 40 minutos antes de la

administracidén de LAL exdgeno. En una realizacidén, el
antihistaminico administrado es difenhidramina. Puede usarse
cualquier antihistaminico Gtil. Dichas anti histaminas

incluyen, sin limitacidén, clemastina, doxilamina, loratidina,
desloratidina, fexofenadina, feniramina, cetirizina, ebastina,
prometazina, clorfeniramina, levocetirizina, olopatadina,
guetiapina, meclizina, dimenhidrinato, embramina, dimetideno, y
dexclorofeniramina.

En una realizacién, el antihistaminico se administra en
una dosis de entre alrededor de 0,1 mg y alrededor de 10 mg por
kilogramo del peso corporal. En una realizacidn, el
antihistaminico se administra en una dosis entre alrededor de 1
mg y alrededor de 5 mg por kilogramo del peso corporal. Por

ejemplo la dosis puede ser 1 mg, 2 mg, 3 mg, 4 mg, o 5 mg por

kilogramo del ©peso corporal. El antihistaminico puede
administrarse por cualquier método util. En una realizaciédn,
el antihistaminico se administra por via intravenosa. En otra

realizacién, el antihistaminico se administra en capsulas
aceptables desde el punto de vista farmacéutico.

En otra realizacién, con referencia una infusidn
intravenosa, el potencial de reacciones anafilédcticas puede
reducirse administrando las infusiones usando un protocolo de
aumento de la dosis. En este contexto, un protocolo de aumento
escalonado se refiere a aumentar lentamente la velocidad de
infusidén durante el transcurso de la infusién para

desensibilizar al paciente a la infusidén de la medicacidn.
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Los inmunosupresores tales como, sin carédcter limitativo,
anti histaminas, corticosteroides, sirolimo, voclosporina,
ciclosporina, metotrexato, anticuerpos orientados al receptor
de IL-2, anticuerpos orientados al receptor de células T,
anticuerpos orientados a TNF-alfa o proteinas de fusidn (por
ej., infliximab, etanercept, o adalimumab), CTLA-4-Ig (por ej.,
abatacept), anticuerpos anti-0X-40 también pueden administrarse
antes, durante, o después de la administracién de LAL exdgeno,
por ejemplo, si se espera una reaccidén anafilidctica o respuesta
inmunoldégica adversa en un paciente.

La invencidén también abarca el tratamiento que incluye
administracién de composiciones que contienen LAL exdgeno en
combinacié4n con uno o mds agentes reductores del colesterol
(por ej., inhibidores de HMG-CoA reductasa). Ejemplos no
limitativos de dichos agentes incluyen: atorvastatina (Lipitor®
y Torvast®, fluvastatina (Lescol®, lovastatina (Mevacor®,
Altocor®, Altoprev®), pitavastatina = (Livalo®, Pitava®),
pravastatina (Pravachol®, Selektine®, Lipostat®), rosuvastatina

(Crestor®), y simvastatina (Zocor®, Lipex®).

Efectos de LAL exdégeno

La presente invencidén provee una reaccidén o normalizaciodn
de sintomas relacionados con la enfermedad 1luego del
tratamiento con LAL exdgeno. La progresidén clinica (es decir,
mejora de la afeccidén) como respuesta a LAL exdgeno puede
monitorearse por cualquier o procedimiento util.

En algunas realizaciones, la administracién de LAL exdgeno
es suficiente para lograr una Cmax de alrededor de 200 ng/ml a
alrededor de 1,500 ng/mL. En algunas realizaciones, la
administracién de LAL exdgeno es suficiente para lograr una
Cméx de alrededor de 200 ng/mL a alrededor de 1,000 ng/ml. En
algunas realizaciones, la administracién de LAL exdgeno es
suficiente para lograr una Cméx de alrededor de 200 ng/ml a

alrededor de 800 ng/ml. En algunas realizaciones, la
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administracién de LAL exdgeno es suficiente para lograr una
Cmax alrededor de 200 ng/ml, alrededor de 300 ng/ml, alrededor
de 400 ng/ml, alrededor de 500 ng/ml, alrededor de 600 ng/ml,
alrededor de 700 ng/ml, alrededor de 800 ng/ml, alrededor de
900 ng/ml, alrededor de 1,000 ng/ml, alrededor de 1,250 ng/mL.
O alrededor de 1,500 ng/mL. En algunas realizaciones, la Cmax
se alcanza durante la infusién.

En algunas realizaciones, la administracién de LAL exdgeno
es suficiente para lograr una vida media de LAL (tl/2) ques de
menos de 40 minutos. En algunas realizaciones, la dministracién
de LAL exdégeno es suficiente para lograr una vida media de LAL
(tl/2) que es de menos de 30 minutos. En algunas
realizaciones, la administracién de LAL exdgeno es suficiente
para lograr una vida media de LAL (tl/2) que es de menos de 20
minutos. En algunas realizaciones, la administracidén de LAL
exbégeno es suficiente para lograr una vida media de LAL (tl/2)
gue es de menos de 15 minutos. En algunas realizaciones, la
administracién de LAL exdgeno es suficiente. para lograr una
vida media de LAL (tl/2) que es de menos de 10 minutos. En
algunas realizaciones, la administracién de LAL exdgeno es
suficiente para lograr wuna vida media de LAL (tl/2) de
alrededor de 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 25, 30, 35 o 40 minutos.

En algunas realizaciones, el LAL exdgeno aumenta la
Actividad de LAL en un paciente. La Actividad de LAL puede
aumentarse, por ejemplo, en el higado, bazo, nodos linfaticos,
aorta, leucocitos de sangre periférica, vy/o fibroblastos
cutaneos. En algunas realizaciones, la Actividad de LAL se
mide en extractos de linfocitos aislados de muestras de sangre.

El LAL exdgeno puede aumentar la Actividad de LAL hasta
por lo menos alrededor de 1,5, alrededor de 2, alrededor de
2,5, alrededor de 3, alrededor de 4, alrededor de 5, alrededor
de 6, alrededor de 7, alrededor de 8, alrededor de 9, alrededor

de 10, alrededor de 15, o alrededor de 20 veces la actividad
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antes de 1la administracién de LAL. El1 LAL exdgeno puede
aumentar la Actividad de LAL hasta por lo menos alrededor de
10, alrededor de 11,, alrededor de 12, alrededor de 13,
alrededor de 14, alrededor de 15, alrededor de 16, alrededor de
17, alrededor de 18, alrededor de 19, alrededor de 20 veces la
actividad antes de la administracién de LAL. La Actividad de
LAL puede evaluarse usando métodos conocidos en el arte
incluyendo, por ejemplo, ensayos usando colesteril [1-
l4cjoleato, trioleina (glicerol tri [1-**Cloleato), p-nitrofenil
miristato o 4-MUO (4-metilumbelilferil oleato) como sustratos.

En una realizacién, el volumen vy caracterizacién del
6rgano y tejido se emplea para determinar la mejora de la
afeccién después de la administracién de LAL exdbgeno de acuerdo
con la invencién.

En una realizacién, la progresidédn clinica en la funcidn
hepatica/lesién después de la administracién’ de LAL exdgeno se
monitorea por la cuantificacién de transaminasas
sanguineas tales como aminotransferasa de acido aspartico (AST)
y/o alanina transaminasa (ALT), y/u otros biomarcadores, tales
como albumina, fosfatasa alcalina, y bilirrubina (directa y
total), con el tiempo.

En una realizacién, la progresidén clinica se monitorea
usando tecnologia por imégenes. Por ejemplo, y sin limitacidn,
la tecnologia por imagenes usada puede ser ultrasonido, barrido
por TC, imdgenes por resonancia magnética, y espectroscopia por
resonancia magnética nuclear.

En algunas realizaciones, la administracién de LAL exdgeno
con las dosis que se describen en esta invencidén es suficiente
para recuperar el crecimiento y/o aumentar el peso corporal en
pacientes humanos. La administracién de LAL exdgeno también
puede aumentar el indice de crecimiento (es decir, aumento del
peso corporal) en un paciente bebé o nifio que sufre de inicio
temprano de la Deficiencia de LAL. Por ejemplo, la

administracién de LAL exdgeno puede aumentar el indice de
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aumento del peso corporal en por lo menos alrededor de 10%,
alrededor de. 20%, alrededor de 30%, alrededor de 40%, alrededor
de 50%, alrededor de 60%, alrededor de 70%, alrededor de 80%,
alrededor de 90%, alrededor de 100%, alrededor de 200%,
alrededor de 300%, alrededor de 400%, o alrededor de 500% de la
velocidad/indice de <crecimiento observado antes de la
administracién. En algunas realizaciones, la administracidén de
LAL exdégeno recupera el indice de crecimiento normal en un
paciente pedidtrico que sufre de inicio temprano de 1la
Deficiencia de LAL (por ej. Enfermedad de Wolman) cuya edad es
entre alrededor de 1 mes vy alrededor de 24 meses. "Normal" en
este contexto se refiere a indice de crecimiento normal para el
paciente tratado como lo determina el profesional de
experiencia usual en el arte de las ciencias médicas.

En una realizacién, por ejemplo con referencia a WD y CESD
o otras deficiencias de LAL, la hepatomegalia se revierte
significativamente con el tamafio del higado que vuelve a un
tamafic que se encuentra dentro de alrededor de 1% hasta
alrededor de 60% més que el del normal. "Normal" en este
contexto se refiere a un higado de tamafio normal para el
paciente tratado como lo determina el profesional de
experiencia usual en el arte de las ciencias médicas. En una
realizacién, el tamafio del higado se reduce hasta entre
alrededor de 1% y alrededor de 50% mas que lo normal. En otra
realizacién, el tamafio del higado se reduce hasta entre
alrededor de 1% y alrededor de 40% mds que lo normal. En una
realizacién, el tamafio del higado se reduce hasta entre
alrededor de 1% y alrededor de 30% mds que lo normal. En otra
realizaciéh, el tamafioc del higado se reduce hasta entre
alrededor de 1% y alrededor de 20% mds que lo normal. = En otra
realizacién, el tamafio del higado se reduce hasta entre
alrededor de 10% y alrededor de 20% mé&s que lo normal. Por
ejemplo, el higado puede ser 10%, 11%, 12% 13% 14%, 15%, 16%,

17%, 18%, 19%, o 20% més grande que el tamafio normal. Incluso
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en otra realizacién, el tamafio del higado se reduce hasta entre

alrededor de 0% y alrededor de 10% mds que lo normal. Por

ejemplo, el higado puede ser 0%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%,
%, 9%, o 10% mas grande que el tamafio normal del higado.

El tratamiento con LAL exdégeno también puede mejorar la
funcién hepatica. De este modo, en algunas realizaciones, el
tratamiento con LAL exdégeno es suficiente para recuperar la
funcién hepatica normal y/o normalizar los anédlisis del higado.
En algunas realizaciones, el tratamiento con LAL exdgeno es
suficiente para disminuir los niveles séricos de transaminasas
hepaticas, por ej., en por lo menos alrededor de 20%, alrededor
de 30%, alrededor de 40%, alrededor de 50%, alrededor de 60%,
alrededor de 70%, alrededor de 80%, y/o hasta por lo menos
alrededor de 90%. En una realizacién, el tratamiento con LAL
exégeno es suficiente para disminuir los niveles séricos de
transaminasas hepaticas en por lo menos alrededor de 40%. En
una realizacién, el tratamiento con LAL exdgeno es suficiente
para disminuir los niveles séricos de transaminasas hepaticas
en por lo menos alrededor de 50%. En una realizacidn, el
tratamiento con LAL exégeno es suficiente para disminuir los
niveles séricos de transaminasas hepdticas en por 1lo menos
alrededor de 60%. En una realizacién, el tratamiento con LAL
exégeno es suficiente para disminuir los niveles séricos de
transaminasas hepaticas en por lo menos alrededor de 70%. En
una realizacién, el tratamiento con LAL exdgeno es suficiente
para disminuir los niveles séricos de transaminasas hepaticas
en por lo menos alrededor de 80%. En una realizacién, el
tratamiento con LAL exdbégeno es suficiente para disminuir los
niveles séricos de transaminasas hepaticas en por lo menos
alrededor de 90%.

En algunas realizaciones, la transaminasa hepatica es
alanina aminotransferasa (ALT) . En una realizacién, la
administracién de LAL exdgeno es suficiente para reducir la ALT

sérica. Por ejemplo, la administracién de LAL exdégeno puede
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reducir la ALT sérica, por ej., por lo menos en alrededor de

50%, 60%, 70%, 80% o 90%. El nivel de ALT sérica puede servir
como indicacién de la lesidn hepéatica. De este modo, 1la

presente invencién también contempla métodos de reduccién de la
lesién hepatica en un paciente humano que sufre de deficiencia
de LAL administrando una cantidad efectiva LAL exdgeno para
reducir la ALT sérica.

En algunas realizaciones, la transaminasa hepatica es
aspartato transaminasa sérica (AST). En una realizacidén, la
administracién de LAL exdégeno es suficiente para reducir el AST
sérico. Por ejemplo, 1la administracién de LAL exdégeno puede
reducir el AST sérico, por ej., por lo menos en alrededor de
50%, 60%, 70%, 80% or 90%. El nivel de AST sérico puede servir
como indicacién de la lesidén hepdtica. Como consecuencia, la

presente invencién también contempla un método para reducir la

lesién hepatica en un paciente que sufre de deficiencia de LAL‘

al administrar una cantidad efectiva de LAL exdgeno para
reducir la AST sérica.

En algunas realizaciones, el tratamiento con LAL exdgeno
puede reducir los niveles séricos de ferritina. De este modo,
en algunas realizaciones, el tratamiento con LAL exdégeno es
suficiente para reducir la ferritina sérica, por ej., en por lo
menos alrededor de 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, o
95% comparado con los niveles pretratamiento. En una
realizacién, el tratamiento con LAL exdgeno es suficiente para
disminuir los niveles séricos de ferritina en por lo menos 50%.
En una realizacidn, el tratamiento con LAL exdgeno es
suficiente para disminuir los niveles séricos de ferritina en
por lo menos 60%. Incluso en otra realizacidén, el tratamiento
con LAL exdgeno es suficiente para disminuir los niveles
séricos de ferritina en por lo menos alrededor de 70%. En una
realizacién, el tratamiento con LAL exdgeno es suficiente para
disminuir los niveles séricos de ferritina en por lo menos

alrededor de 80%. En una realizacidén, el tratamiento con LAL
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ex6geno es suficiente para reducir los niveles séricos de
ferritina en por lo menos alrededor del 90%. En una
realizacién, el tratamiento con LAL exdgeno es suficiente para
reducir los niveles séricos en por lo menos alrededor del 95%.

En una realizacién, por ejemplo, <con referencia a
Enfermedad de Wolman y CESD o otras deficiencias de LAL,
esplenomegalia se revierte significativamente con bazo tamafio
volviendo a un tamafio que se encuentra dentro de alrededor de
1% hasta alrededor de 60% més que el del normal. "Normal" en
este contexto se refiere a un bazo de tamafio normal para el
paciente sometido a estudio como lo determina el profesional de
experiencia usual en el arte de las ciencias médicas. En una
realizacién, bazo tamafio se reduce hasta entre alrededor de 1%
y alrededor de 50% més que lo normal. En otra realizacidn,
bazo tamafo se reduce hasta entre alrededor de 1% y alrededor
de 40% mas que lo normal. En una realizacidn, bazo tamafio se
reduce hasta entre alrededor de 1% y alrededor de 30% més que
lo normal. Fn otra realizaciédn, bazo tamafio se reduce hasta
entre alrededor de 1% y alrededor de 20% mds que lo normal. En
otra realizacién, bazo tamafio se reduce hasta entre alrededor
de 10% y alrededor de 20% mas que lo normal. Por ejemplo, el
bazo puede ser 10%, 11%, 12% 13% 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%,
o 20% mads grande que el tamafio normal. Incluso en otra
realizacidn, bazo tamafio se reduce hasta entre alrededor de 0%
y alrededor de 10% mas que lo normal. Por ejemplo, el bazo
puede ser 0%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, %, o 10% mas
grande que el tamafio normal del bazo.

En una realizacién, administracién de LAL exdgeno es
suficiente para reducir la linfadenopatia (es decir
agrandamiento de los nodos linfaticos). De este modo, en
algunas realizaciones, los nodos linfdticos se reducen hasta
alrededor de un tamafio que se encuentra dentro de alrededor de
1% hasta alrededor de 60% més que el del normal. "Normal" en

este contexto se refiere a nodos linfaticos de tamafio normal
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para el paciente sometido a estudio como lo determina el
profesional de experiencia usual en el arte de las ciencias
médicas. En una realizacién, el tamafio del nodo linfatico se
reduce hasta alrededor de 1% hasta alrededor de 50% mas que lo
normal. En otra realizacién, el tamafio del nodo linfatico se
reduce hasta alrededor de 1% hasta alrededor de 40% mas que 1lo
normal. En una realizacién, el tamafio del nodo linfatico se
reduce hasta alrededor de 1% hasta alrededor de 30% mas que lo
normal. En otra realizacién, el tamario del nodo linfatico se
reduce hasta alrededor de 1% hasta alrededor de 20% mas que lo
normal. En otra realizacién, el tamario del nodo linfético se
reduce hasta alrededor de 10% hasta alrededor de 20% mas que lo
normal. Por ejemplo, los nodos linfaticos pueden ser 10%, 11%,
12% 13% 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, o 20% mds grande que el
tamafio normal. Incluso en otra realizacidén, el tamafio del nodo
linfadtico se reduce hasta alrededor de 0% hasta alrededor de
10% més que lo normal. Por ejemplo, el nodo linfatico puede
ser 0%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, o 10% mas grande
gue el tamafioc normal de los nodos linfaticos.

En otra realizacién, el andlisis de lipidos se realiza
para monitorear la mejora de la afeccidn. Por ejemplo, el
anadlisis de lipidos puede realizarse para evaluar el efecto
terapéutico del LAL exdgeno. E1 andlisis de 1lipidos puede
conducirse en una muestra de tejido de un paciente (por ej.,
una muestra de sangre, muestra de biopsia de higado) por
cualquier método 1Util tales como, sin cardcter limitativo
cromatografia liquida de alta resoluciédn, cromatografia
gaseosa, espectroscopia de masa, o cromatografia de fase
delgada, o cualguier combinacién de los anteriores segun lo
considere apropiado una persona con experiencia en el arte. En
una realizacién, el andlisis de lipidos realizado de acuerdo
con la invencién, demuestra los niveles de colesterol total,
triglicéridos, lipoproteinas de baja densidad, lipoproteinas de

alta densidad y/o colesteril éster.
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En una realizacién, por ejemplo, con referencia a
Enfermedad de Wolman y CESD o otras deficiencias de LAL, el
andlisis de lipidos de un paciente tratado de acuerdo con la
invencién muestra una normalizacién de concentraciones de
lipidos en el higado, bazo, intestino, los nodos linfaticos,
y/o aorta como lo puede determinar el profesional de
experiencia usual en el campo de las ciencias médicas.

Los niveles de lipidos pueden evaluarse usando analisis de
lipidos en plasma o el andlisis de lipidos en tejido. En el
andlisis de 1lipidos en plasma, el plasma sanguineo puede
recolectarse, y los niveles de colesterol libre en plasma total
pueden medirse usando, por ejemplo ensayos colorimétricos con
un kit COD-PAP (Wako Chemicals), triglicéridos totales en
plasma pueden medirse usando, por ejemplo, un kit
Triglicéridos/GB (Boehringer Mannheim), y/o colesterol total en
plasma puede determinarse usando un kit Cholesterol /HP
(Boehringer Mannheim) . En el andlisis de lipidos en tejidos,
los 1lipidos pueden extraerse, por ejemplo, de muestras de
higado, bazo, y/o intestino delgado (por ej., usando el método
de Folch provisto en Folch et al. J. Biol. Chem 226: 497-3505
(1957)). Las concentraciones de totales de colestercl en
tejidos pueden medirse, por ejemplo, usando O-ftalaldehido.

En algunas realizaciones, administracién de LAL exdgeno es
suficiente para aumentar la absorcién de nutrientes. En una
realizacién, la administracidén de LAL exdgeno aumenta la
absorcién de nutrientes segin se mide por niveles de tocoferol
alfa en suero, 250H vitamina D, retinol sérico,
didehidroretinol o transtiretina.

En algunas realizaciones, por ejemplo con referencia a WD
y CESD u otras deficiencias de LAL, la administracién de LAL
exdgeno es suficiente para aumentar los niveles de hemoglobina
sérica (Hb). En una realizacién, el nivel de hemoglobina

aumenta en por lo mencs alrededor de 10% o alrededor de 20%
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cuando se compara con el observado antes de la administracidn

con LAL exdgeno.

En algunas realizaciones, el LAL exdgeno puede
administrarse usando métodos para minimizar efectos
colaterales. Por ejemplo, la administracién de LAL exdgeno

puede minimizar las respuestas inmunolégicas al LAL exdgeno.

LAL y Composiciones Farmacéuticas que comprenden LAL exdégeno

La presente invencién abarca el tratamiento de cualquiera
de las afecciones relacionadas con la Deficiencia de LAL que se
describen en esta invencién y otras afecciones no mencionadas
anteriormente, pero que podrian beneficiarse a partir del
tratamiento. El LAL exbégeno empleado de acuerdo con la
invencién incluye LAL recombinante que puede producirse en
cualquier sistema de expresién de proteinas util incluyendo,
sin limitacién, cultivo celular (por ej., células CHO, células
COS), bacterias tales como E. coli, animales transgénicos tales
como mamiferos y aves (por ej., pollos, pato, y pavo) y en
sistemas vegetales (por ej., malezas y plantas de tabaco). Un
aspecto de la invencién se relaciona con LAL recombinante
producido de acuerdo a la patente US nro. 7.524.626, concedida
el 3 de octubre de 2006; las solicitudes de patente US nros.
11/973.853 presentada el 10 de octubre de 2007; 11/978.360
presentada el 29 de octubre de 2007 y 12/319.396 presentada el
7 de enero de 2009, 1las divulgaciones de las cuales se
incoporan por referencia a la presente en su totalidad. Un
aspecto de la invencién se relaciona con LAL recombinante
producido como se describe en Du et al., (2005) Am. J. Hum.
Genet. 77: 1061-1074, y Du et al., (2008) J. Lipid Res., 49:
1646-1657, cuyas divulgaciones se incorporan en su totalidad
aqui a modo de referencia. En una realizacidén util, el LAL
exdgeno se produce en el oviducto de un ave transgénica (por
ej., un pollo transgénico), por ejemplo, de acuerdo con un

método descrito en PCT/US2011/033699, presentada el 23 de abril
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de 2011, que se incorpora como referencia en eéta invencidén en
su totalidad. En algunas realizaciones, el LAL recombinante se
produce en una linea <celular de aves. En algunas
realizaciones, el LAL recombinante se produce en una .linea
celular de mamifero (por ej., un humano).

En una realizacién, el &cido lipasa lisosomal exdgeno
usado de acuerdo con la invencién contiene glicanos que tienen
N-acetilglucosamina sustancial (GlcNAc) y estructuras N-ligadas
con terminacién de manosa. EL GlcNAc y glicanos terminados en
manosa sobre LAL exdgeno pueden reconocerse especificamente e
internalizarse por macréfagos 'y fibroblasto. El Manosa-6-
fosfoato (M6P), que puede dirigir las proteinas al receptor de
manosa/ GlcNAcs que se expresan en células implicadas en las
afecciones que pueden tratarse por administracién de LAL
ex6égeno, también estd normalmente presente en el LAL exbdgeno
usado de acuerdo con la invencidn.

Normalmente, el LAL exbdgeno de la invencién discutido y
descrito aqui es LAL humano. En una realizacidén, el LAL
exégeno tiene la secuencia de aminodcidos provista en Genbank
RefSeq NM_000235,2). En una realizacién, el LAL exbdgeno maduro

tiene la secuencia de aminoacidos:

SGGKLTAVDPETNMNVSEIISYWGFPSEEYLVETEDGYILCLNRIPHGRKNH
SDKGPKPVVFLQHGLLADSSNWVTNLANSSLGFILADAGEFDVWMGNSRGNTW
SRKHKTLSVSQDEFWAFSYDEMAKYDLPASINFILNKTGQEQVYYVGHSQGT
TIGFIAFSQIPELAKRIKMFFALGPVASVAFCTSPMAKLGRLPDHLIKDLEG
DKEFLPQSAFLKWLGTHVCTHVILKELCGNLCFLLCGEFNERNLNMSRVDVYT
THSPAGTSVQONMLHWSQAVKEFQKFQAFDWGSSAKNYFHYNQSYPPTYNVKDM
LVPTAVWSGGHDWLADVYDVNILLTQITNLVFHESIPEWEHLDFIWGLDAPW
RLYNKIINLMRKYQ (SEC ID NO: 1)

En algunas realizaciones, el LAL exdgeno comprende
aminodcidos 1-378 de SEC ID NO: 1, aminodcidos 3-378 de SEC ID
NO: 1, aminodcidos 6-378 de SEC ID NO: 1, o aminodcidos 7-378

4
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de SEC ID NO: 1. En algunas realizaciones, el LAL exdgeno
comprende una mezcla de por lo menos dos polipéptidos
seleccionados del grupo formado por los aminodcidos 1-378 de
SEC ID NO: 1, aminodcidos 3-378 de SEC ID NO: 1, aminoécidos 6-
378 de SEC ID NO: 1, y aminoacidos 7-378 de SEC ID NO: 1. En
algunas realizaciones, el LAL exdgeno comprende una mezcla de
un polipéptido que comprende los aminoacidos 1-378 de SEC ID
NO: 1, un polipéptido que comprende los aminoacidos 3-378 de
SEC ID NO: 1, y un polipéptido que comprende los aminoacidos 6-
378 de SEC ID NO: 1.

En algunas realizaciones, el LAL exdégeno comprende un
polipéptido que es idéntico a los aminocacidos 1-378 de SEC ID
NO: 1, aminodcidos 3-378 de SEC ID NO: 1, amino&dcidos 6-378 de
SEC ID NO: 1, o aminodcidos 7-378 de SEC ID NO: 1. En otras
realizaciones, el LAL exdgeno comprende un polipéptido que es
por lo menos alrededor de 70%, alrededor de 75%, alrededor de
80%, alrededor de 85%, alrededor de 90%, alrededor de 95%,
alrededor de 96%, alrededor de 97%, alrededor de 098%, o
alrededor de 99% idéntico a los aminodcidos 1-378 de SEC ID NO:
1, aminodcidos 3-378 de SEC ID NO: 1, aminoacidos 6-378 de SEC
ID NO: 1, o aminoé&cidos 7—378 de SEC ID NO: 1. En algunas
realizaciones, el LAL exdgeno comprende un polipéptido que es
un fragmento funcional de SEC ID NO: 1 o es por lo menos
alrededor de 70%, alrededor de 75%, alrededor de 80%, alrededor
de 85%, alrededor de 90%, alrededor de 95%, alrededor de'96%,
alrededor de 97%, alrededor de 98%, o alrededor de 99% idéntico
a un fragmento funcional de SEC ID NO: 1.

En algunas realizaciones el LAL exdgeno es una proteina
LAL recombinante descrita en PCT/US2011/033699, presentada el
23 de abril de 2011, que se incorpora como referencia en esta
invencidén en su totalidad.

Se reconoce que las posiciones de aminoacidos que no son
idénticas con frecuencia difieren por sustituciones de

aminodcidos conservadores, donde los residuos de aminoacidos
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estan sustituidos en lugar de otros residuos de aminodcidos con
similares propiedades quimicas (por ej., carga o
hidrofobicidad) y por lo tanto no cambian las propiedades
funcionales de la molécula. Donde las secuencias difieren en
sustituciones conservadoras, el porcentaje de identidad de
secuencia puede ajustarse hacia arriba para corregir la
naturaleza conservadora de la sustitucién. Los medios para
realizar este ajuste se conocen muy bien para aquellas personas
con experiencia en el arte. La puntuacién de las sustituciones
conservadoras pueden calcularse de acuerdo con, por ejemplo, el
algoritmo de Meyers & Millers, Computer Applic. Biol. Sci.
4:11-17 (1988).

Una "ventana de comparacién” se refiere a un segmento de
posiciones contiguas, tales como entre alrededor de 25 vy
alrededor de 400 posiciones, o entre alrededor de 50 a 200
posiciones, o entre alrededor de 100 y 150 posiciones, sobre el
cual wuna secuencia puede compararse con una secuencia de
referencia del mismo numero de posiciones contiguas después de
que las dos secuencias estén alineadas en forma optima. Los
métodos de alineacidén de las secuencias para comparacién se
conocen muy bien en el arte. La alineacidén éSptima de
secuencias para comparacién puede conducirse, por ejemplo, por
un algoritmo de homologia local (Smith & Waterman, Adv. ZAppl.
Math. 2:482 (1981), por un algoritmp de alineacidén global
(Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por busqueda
de métodos de similitud (Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 85:2444 (1988); Altschul et al., Nucl. Acids Res.
25:3389-402 (1997), por implementaciones computarizadas de
estos algoritmos (por ej., GAP, BESTFIT, FASTA, y BLAST en el
Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group,
575 Science Dr., Madison, Wis.), normalmente usando las
configuraciones por defecto, o por alineacién manual e
inspeccién visual (ver, por ej., Current Protocols in Molecular

Biology, Ausubel et al. (eds.), 1994). Por ejemplo, las
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busquedas de proteinas en BLAST pueden realizarse usando el
programa XBLAST, puntaje = 50, longitud de palabra = 3 para
obtener secuencias de amino&cidos qué son mas de 80% idénticas
a la secuencia de aminodcidos de la SEC ID NO: 1 o un fragmento
de los anteriores.

Un ejemplo de implementacién de un algoritmo Gtil es
PILEUP. PILEUP crea una alineacidén de secuencia multiple a
partir de un grupo de secuencias relacionadas usando
alineaciones en pares progresivos. También puede graficar un
dendrograma que muestra las relaciones de familias génicas
usadas para crear la alineacidén. PILEUP usa una simplificacién
del método de alineacidén progresiva de Feng & Doolittle, J.
Mol. Evol. 35:351-360 (1987). El1 método usado es similar al
método descrito por Higgins & Sharp, CABIOS 5:151-3 (1989). E1
procedimiento de alineacidédn miltiple comienza con la alineacidn
en pares de las dos secuencias mas similares, produciendo una
familia génica de dos secuencias alineadas. Esta familia génica
puede alinearse entonces con la secuencia mds relacionada o la
familia génica de dos secuencias alineadas. Dos familias
génicas de secuencias pueden alinearse por una simple extensién
de la alineacidén en pares de dos secuencias individuales. Una
serie de dichas alineaciones en pares que incluyen secuencias
crecientemente no similares y las familias génicas de
secuencias en cada iteracidén producen la alineacién final.

En algunas realizaciones, LAL exdgeno polipéptidos de la
invencidén incluyen variantes de secuencias del tipo salvaje.
Estas variantes caen dentro de una o mas de tres clases:
variante sustitucional, de insercién, de eliminacién. Estas
variantes pueden ser variantes inter-especies o alélicas
naturales o pueden prepararse por mutagénesis especifica del
sitio de nucledétidos en el ADN que codifica la proteina. La
mutagénesis especifica del sitio puede realizarse usando
mutagénesis en cassette o PCR u otras técnicas conocidas en el

arte para producir ADN que codifica la variante y, a partir de
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entonces, expresar el ADN en el cultivo celular recombinante.
Los fragmentos de proteina‘blanco variantes que tienen hasta
alrededor de 100-150 residuos de aminoacidos pueden prepararse
por sintesis in vitro usando técnicas de sustitucién
establecidas. | Las tablas de sustitucidén conservadora que
proveen amincacidos de funcionalidad similar se conocen en el
arte (Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. TU.S.A.
89:10915-10919 (1992)).

Las sustituciones de aminocacidos son normalmente de
residuos simples. Las inserciones usualmente serén del orden de
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 20 aminodcidos, aunque
pueden tolerarse inserciones considerablemente mas extensas.
Las eliminaciones oscilan desde alrededor de 1 hasta alrededor
de 20 residuos, aunque en algunos casos, las eliminaciones
pueden ser mucho méds extensas. Las sustituciones, eliminaciones
e inserciones o cualquier combinacién de los anteriores pueden
usarse para arribar a un derivado final.

En algunas realizaciones, el LAL exdgeno tiene una
actividad especifica de por lo menos alrededor de 100 U/mg. En
algunas realizaciones, el LAL exdgeno tiene una actividad
especifica de por lo menos alrededor de 200 U/mg. En algunas
realizaciones, el LAL exdgeno tiene una actividad especifica de
por lo menos alrededor de 250 U/mg. En-algunas realizaciones,
el LAL exdégeno tiene una actividad especifica de alrededor de
100 hasta alrededor de 1000 U/mg. En algunas realizaciones, el
LAL exdbégeno tiene una actividad especifica de alrededor de 100
hasta alrededor de 500 U/mg. En algunas realizaciones, el LAL
exdébgeno tiene una actividad especifica de alrededor de 100
hasta alrededor de 350 U/mg. En algunas realizaciones, el LAL
exbgeno tiene una actividad especifica de alrededor de 200
hasta alrededor de 350 U/mg. En algunas realizaciones, el LAL
exbgeno tiene una actividad especifica de alrededor de 250
hasta alrededor de 350 U/mg. En algunas realizaciones, el LAL

exbégeno tiene una actividad especifica de alrededor de 250
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U/mg. En algunas realizaciones, el LAL exdégeno tiene una
actividad especifica de alrededor de 275 U/mg. En algunas
realizaciones, el LAL exdgeno tiene una actividad especifica de
alrededor de 300 U/mg.

El LAL humano tiene 6 sitios potenciales en su secuencia
de aminodcidos para glicosilacién N-ligada: Asn36, Asn72,
Asnl0l, Asnlél, Asn273, y Asn321, como se indica en la SEC ID
NO: 1. En algunas realizaciones, por lo menos 1, 2, 3, 4, o 5
de los sitios de la glicosilacidédn N-ligada estén glicosilados.
En algunas realizaciones la totalidad de los seis sitios de
glicosilacién estédn glicosilados. En algunas realizaciones,
Asn36, AsnlOl, Asnl6l, Asn273, y Asn321 estdn glicosilados. En
algunas realizaciones, Asn36, AsnlOl, Asnl6l, Asn273, y Asn321
estan glicosilados, y Asn72 no estd glicosilado. En algunas
realizaciones, las estructuras de N-glicano comprenden
estructuras bi, tri-, y tetraantenarias con N-acetilglucosamina
(GlcNAc), manosa, y/o manosa-6-fosfoato (M6P). En algunas
realizaciones, el LAL exdgeno comprende N-glicanos M6P-
modificados en AsnlOl, Asnlol, y Asn273. En algunas
realizaciones, el LAL exdégeno no comprende glicanos O-ligadocs.
En algunas realizaciones, el LAL exdégeno no comprende &acido
sialico. En algunas realizaciones, el LAL exdégeno tiene un
patrén de glicosilacidén como se describe en PCT/US2011/033699,
presentada el 23 de abril de 2011, gque se incorpora como
referencia en esta invencién en su totalidad.

En algunas realizaciones, el peso molecular del LAL
exbégeno es de alrededor de 55 kD.

En determinadas realizaciones, un sujeto puede tratarse
con una molécula de acido nucleico que codifica el LAL exdbgeno,
por ej., en un vector. Las dosis para &acidos nucleicos que
codifican polipéptidos oscilan desde alrededor de 10 ng hasta 1
g, 100 ng hasta 100 mg, 1 pg hasta 10 mg, o 30-300 pg de ADN
por paciente. Las dosis para vectores virales infecciosos

varian desde 10-100, o més, viriones por dosis.
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En algunas realizaciones de la presente invencidén LAL
exdgeno se administra en un método de tratamiento que incluye:
(1) transferir o transfectar una célula huésped susceptible de
implantarse con un A&cido nucleico, por ej., un vector, que
expresa LAL o un fragmento activo, variante, o derivado de los
anteriores; y (2) implantar la célula huésped transformada en
un mamifero. En algunas realizaciones de la invencién, la
célula huésped susceptible de implantarse se extrae de un
mamifero, se cultiva en forma temporaria, se transforma o se
transfecta con un A&cido nucleico aislado que codifica LAL
exbgeno, y se implanta nuevamente en el mismo mamifero del cual
se extrajo. La célula puede ser, aungque no se requiere que
sea, retirada del mismo sitio en el cual se implantd. Dichas
realizaciones, en ocasiones conocidas como terapia génica ex
vivo, pueden proveer un suministro continuo de LAL exdgeno
polipéptido, durante un periodo limitado de tiempo.

Mientras que es posible para la proteina terapéutica
proporcionada en esta invencidén, el LAL recombinante, que se
administrard en forma en bruto, se prefiere administrar la
proteina terapéutica como parte de una formulacidn
farmacéutica.

La 1nvencidén de este modo ademds provee formulaciones
farmacéuticas que comprenden proteinas terapéuticas
glicosiladas derivadas de las aves o un derivado aceptable
desde el punto de vista farmacéutico de los anteriores junto
con uno o mas vehiculos aceptables desde el punto de vista
farmacéutico de los anteriores vy, en forma opcional, otros
ingredientes terapéuticos y/o profildcticos vy métodos de
administracién de dichas formulaciones farmacéuticas. La
invencidén provee, ademads, formulaciones farmacéuticas que
comprenden proteinas terapéuticas glicosiladas derivadas de
mamiferos o un derivado aceptable desde el punto de vista
farmacéutico de los anteriores junto con uno o méas vehiculos

aceptables desde el punto de vista farmacéutico de 1los
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anteriores Y en forma opcional, otros ingredientes
terapéuticos y/o profildcticos y métodos de administracidén de
dichas formulaciones farmacéuticas.

El (los) vehiculo(s) deben ser "aceptables" en el sentido
de ser compatibles con otros principios de la formulaciédn, y no
perjudiciales para el receptor de los anteriores. Los métodos
de tratamiento de un paciente (por ej., cantidad de proteina
farmacéutica administrada, frecuencia de administracién vy
duracién del periodo de tratamiento) wusando composiciones
farmacéuticas de la invencién puede determinarse wusando
metodologias estandar conocidas por los médicos con experiencia
en el arte.

Las formulaciones farmacéuticas incluyen- aquellas
apropiadas para administracidédn oral, rectal, nasal, tépica
(incluyendo bucal y sub-lingual), vaginal o parenteral. Las
formulaciones farmacéuticas incluyen aquellas apropiadas para
administracién por inyeccidn incluyendo administracidn
intramuscular, sub-cutdnea e intravenosa. Las formulaciones
farmacéuticas también incluyen aquellas para administracidén por
inhalacidén o insuflacién. Las formulaciones pueden, donde
corresponda, presentarse en forma conveniente en unidades de
dosificacién individuales y pueden prepararse por cualquiera de
los métodos conocidos en el arte de la farmacia. Los métodos
de produccidén de las formulaciones farmacéuticas normalmente
incluyen el paso de hacer un puente de las proteinas
terapéuticas en asociacidén con vehiculos liquidos o vehiculos
s6lidos finamente divididos o ambos, y entonces, si es
necesario, dar forma al producto para obtener la formulacién
deseada.

Las formulaciones farmacéuticas apropiadas para
administracién oral pueden presentarse en forma conveniente
como unidades individuales tales como céapsulas, cachés o
comprimidos cada wuno con una cantidad predeterminada del

principio activo; como un polvo o grédnulos; como una solucidn;
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como una suspensidén; o como una emulsidén. El principio activo
también puede presentarse como bolo, electuario o pasta. Los

comprimidos y cdpsulas para administracién oral pueden contener
excipientes convencionales tales como agentes aglutinantes,
rellenos, 1lubricantes, desintegrantes o agentes humectantes.
Los comprimidos pueden estar recubiertos de acuerdo con métodos
conocidos en el arte. Las preparaciones orales liquidas pueden
ser en forma de, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleosas,
soluciones, emulsiones, jarabes o) elixires, o pueden
presentarse como producto seco para constitucidédn con agua u
otro vehiculo apropiado antes de usar. Dichas preparaciones
liquidas pueden contener aditivos convencionales tales como
agentes de suspensidén, agentes emulsionantes, vehiculos no
acuosos (que pueden incluir aceites comestibles) e}
conservantes.

Las proteinas terapéuticas de la invencién también pueden
formularse para administracidén parenteral (por ej., por
inyeccidn, por ejemplo inyeccidén en bolo o infusidn continua) vy
pueden presentarse en forma de dosificacién unitaria en

ampollas, jeringas pre-llenadas, infusidén de pequefio volumen o

en envases de multiples dosis con un conservante agregado. Las

proteinas terapéuticas pueden inyectarse por, por ejemplo,
inyecciones subcuténeas, inyecciones intramusculares e
infusiones o inyecciones intravenosas (IV).

En una realizacidén, el LAL exdgeno se administra por via
intravenosa por infusién IV por cualquier método util. En un
ejemplo, el LAL exdgeno puede administrarse por infusidn
intravenosa a través de una linea periférica. En otro ejemplo,
el LAL exdégeno puede administrarse por infusidén intravenosa a
través de un catéter central insertado en forma periférica. En
otro ejemplo, el LAL exdgeno puede administrarse por infusién
intravenosa facilitada por una maquina para infusién
ambulatoria unida ‘a un puerto de acceso vascular. En una

realizacidn, la infusidén intravenosa, la medicacidén se
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administra durante un periodo de 1 a 8 horas dependiendo de la
cantidad de medicacién que se infusionard y la historia de
reaccidén anterior del paciente relacionada con las infusiones,
segin lo determine el médico experto en el arte. En otra
realizacidén, el LAL exdgeno se administra por via intravenosa
por inyeccién IV. En otra realizacién, el LAL exdgeno puede
administrarse por inyeccidédn intraperitoneana. Incluso en otra
realizacidén, el LAL exdgeno se administra 'a través de una
cépsula aceptable desde el punto de vista farmacéutico de la
proteina terapéutica. Por ejemplo, la cédpsula puede ser una
capsula de gelatina con recubrimiento entérico.

En algunas realizaciones, las proteinas terapéuticas se
administran por infusidén, y la infusidén puede ocurrir durante
un periodo de tiempo prolongado, por ejemplo, 30 minutos hasta
10 horas. De este modo, 1la infusidén puede ocurrir, por
ejemplo, durante un periodo de alrededor de 1 hora, alrededor
de 2 horas, alrededor de 3 horas, alrededor de 4 horas, o
alrededor de 5 horas. La infusidén también puede ocurrir a
varias velocidades. De este modo, por ejemplo, la velocidad de
la infusién puede ser de alrededor de 1 ml por hora a alrededor
de 20 ml por hora. En algunas realizaciones, la velocidad de
la infusidén es 5 ml a 10 ml por hora. En una realizacidn, la
velocidad de la infusién es 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 1le, 17, 18, 19 o 20 ml por hora. En una
realizacidén, la velocidad de la infusién es 0,1 a 5 mg/kg/hr.
En una realizacidn, la velocidad de la infusién es de alrededor
0,1, alrededor de 0,2, alrededor de 0,3, alrededor de 0,5,
alrededor de 1,0, alrededor de 1,5, alrededor de 2,0, o
alrededor de 3 mg/kg/hr,

Las proteinas terapéuticas pueden tomar formas tales como
suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o
acuosos, y pueden contener agentes de formulacidén tales como
agentes de suspensién, estabilizadores y/o agentes

dispersantes. Las proteinas terapéuticas pueden ser en forma
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de polvo, obtenido por aislamiento especifico de sdélido estéril
o liofilizacidén de la solucidén o por liofilizacidn a partir de
la, para constitucidén con un vehiculo apropiado, por ej., agua
estéril libre de pirdgenos, antes de usar.

Para administracién tépica a la epidermis, las proteinas
terapéuticas pueden formularse como unglentos, cremas o
lociones, o como parche transdérmico. Los unglientos y cremas
pueden, por ejemplo, formularse con una base acuosa u oleosa
con el agregado de agentes de gelificacién y/o aglutinantes
apropiados. Las lociones pueden formularse con una base acuosa
u oleosa y en general contendran uno o mads agentes
emulsionantes, agentes dispersantes, agentes de suspensién,
agentes aglutinantes o agentes colorantes.

Las formulaciones apropiadas para administracién tdpica en
la boca incluyen pastillas que comprenden el principio activo
en una base saborizada, usualmente sacarosa y acacia o
tragacanto; pastillas que comprenden el principio activo en una
base inerte tales como gelatina y glicerina o sacarosa vy
acacla; y enjuagues bucales que comprenden el principio activo
en un vehiculo liquido apropiado.

Las formulaciones farmacéuticas apropiadas para
administracién rectal en donde el vehiculo es un sdélido se
representan con la mayor preferencia como supositorios de
dosificacién unitaria. Los vehiculos apropiados incluyen
manteca de cacao y otros materiales utilizados comunmente en el
arte, y los supositorios pueden formarse de manera conveniente
por una mezcla del principio activo con el(los) vehiculo(s)
suavizados o fundidos seguido de congelacién o formacidn en
moldes.

Las formulaciones apropiadas para administracién vaginal
pueden presentarse como supositorios vaginales, tampones,
cremas, geles, pastas, espumas o aerosoles que contienen ademés
del principio activo, vehiculos tales como los gque son

conocidos como apropiados en el arte.
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Para administracién intra-nasal las proteinas terapéuticas
de la invencidén pueden usarse como aerosol liquido o polvo
dispersable o en la forma de gotas.

Las gotas pueden formularse con una base acuocsa que
también uno o mé&s agentes dispersantes, agentes solubilizantes
0 agentes de suspensidén. Los aerosoles liguidos se administran
en forma conveniente a partir de envases presurizados.

Para administracidén por inhalaciédn, las proteinas
terapéuticas de acuerdo con la invencién pueden administrarse
en forma conveniente a partir de un insuflador, nebulizador o

envase presurizado u otro medio conveniente para administrar un

aerosol. Los envases presurizados pueden comprender un
propelente apropiado tal como diclorodifluorometano,
triclorcfluorometano, diclorotetrafluorocetano, didéxido de

carbono u otro gas apropiado. En el caso de un aerosol
presurizado, la wunidad de dosificacidén puede determinarse
suministrando una valvula para administrar una cantidad medida.

Para administracién por inhalacidén o insuflacidén, las
proteinas terapéuticas de acuerdo con la invencidén pueden tomar
la forma de composicidén de polvo anhidro, por ejemplo una
mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo apropiada tal
como lactosa o almidédn. La composicidén en polvo puede
presentarse en forma de dosificacidén unitaria en, por ejemplo,
capsulas o cartuchos o, por ej., envases de gelatina o blister
desde el cual el polvo puede administrarse con ayuda de un
inhalador o insuflador.

Cuando se desee, pueden émplearse las formulaciones
mencionadas con anterioridad adaptadas para dar liberacién
prolongada del principio activo.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la
invencién también pueden contener otros principios activos
tales como agentes antimicrobianos o conservantes.

En algunas realizaciones, la concentracién de LAL exdgeno

en la composicién farmacéutica es de alrededor de 0,5 hasta
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alrededor de 10 mg/ml. En algunas realizaciones, la
concentracién de LAL es de alrededor de 1 hasta alrededor de 5
mg/ml. En algunas realizaciones, la concentracién de LAL es de
alrededor de 1, alrededor de 1,5, alrededor de 2, alrededor de
2,5, alrededor de 3, alrededor de 3,5, alrededor de 4,
alrededor de 4,5, alrededor de 5, alrededor de 5,5, alrededor
de 6, alrededor de 6,5, o alrededor de 7,5 mg/ml.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica que
comprende LAL exdégeno adem&s comprende un buffer. Algunos
buffers ejemplificativos incluyen buffers de acetato,
fosfonato, citrato Y glutamato. Algunos buffers
ejemplificativos también incluyen citrato de litio, citrato de
sodio, citrato de potasio, citrato de calcio, lactato de litio,
lactato de sodio, 1lactato de potasio, lactato de calcio,

fosfato de litio, fosfato de sodio, fosfato de potasio, fosfato

de calcio, maleato de 1litio, maleato de sodio, maleato de

potasio, maleato de calcio, tartrato de 1litio, tartrato de
sodio, tartrato de potasio, tartrato de calcio, succinato de
litio, succinato de sodio, succinato de potasio, succinato de
calcio, acetato de litio, acetato de sodio, acetato de potasio,
acetato de calcio, y mezclas de los anteriores. En algunas
realizaciones, el buffer es citrato de trisodio dihidrato. En
algunas realizaciones, el buffer es &cido citrico monohidrato.
En algunas realizaciones, una composicidn farmacéutica
comprende citrato de trisodio dihidrato vy &cido citrico
monohidrato.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica que
comprenden LAL exdgeno ademds comprende un estabilizador.
Estabilizadores ejemplificativos incluyen albumina, trehalosa,
azucares, aminoacidos, polioles, ciclodextrinas, sales tales
como cloruro de sodio, <cloruro de magnesio, y cloruro de
calcio, lipoprotectores, y mezclas de los anteriores. En
algunas realizaciones, una composicidén farmacéutica comprende

albimina de suero humano.
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En un ejemplo especifico, el LAL humano recombinante
producido como se describen aqui, se emplea en una formulaciédn
farmacéutica en donde cada 1 mililitro contiene LAL exdgeno
(por ej., 2 mg de LAL), citrato de trisodio dihidrato (por ej.,
13,7 mg), acido citrico monohidrato (por ej., 1,57 mg), vy
albuimina de suero humano (por ej., 10 mg), y estd formulado con
un pH &cido tal como 5,9 * O,1.

La presente invencidn abarca cualguier via de
administracién que facilite la captacidén del LAL exdgeno en los
lisosomas de los é6rganos y tejidos pertinentes.

EJEMPIL.0OS

Los siguientes ejemplos especificos tienen como finalidad
ilustrar la invencidén y no deben construirse como limite del
alcance de las reivindicaciones.

Ejemplo 1

Tratamiento de comienzo temprano de deficiencia de LAL
(Enfermedad de Wolman) por la administracidn de LAL
recombinante

A las 15 semanas de vida, un bebé varén fue internado en
el hospital debido a un escaso aumento de peso desde el
nacimiento (peso al nacimiento 3,88 kg). E1 bebé se presento
con vémitos, problemas de alimentacién, status nutricional
bajo, diarrea, y aumwento de distension abdominal y anemia. E1
paciente fue diagnosticado con Enfermedad de Wolman.

En el andlisis fisico inicial, el paciente pesaba 5,62 kg
colocandolo por debajo del 5to. percentil de peso para la edad.
Durante las siguientes cuatro semanas desde el examen inicial a
las 15 semanas de vida y antes de iniciar la infusion a las 19
semanas de vida, el paciente no aumentdé de peso. La velocidad
de crecimiento fue calculada en menos de 1 percentil de peso
para la edad. El1 abdomen estaba marcadamente distendido, con
significativa hepatomegalia y esplenomegalia. El wultrasonido
abdominal y TC confirmaron hepatoesplenomegalia y glandulas

adrenals agrandadas simétricamente en forma bilateral con
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calcificacidén. El nivel de alanina transaminasa sérica (ALT) se
elevé a 119 U/L (normal 10-50 U/L, al igual que la aspartato
transaminasa (AST), a 216 U/L (normal 10-45 U/L).Antes del
inicio del tratamiento, la ferritina sérica, un marcador de
inflamacidén, se elevd aproximadamente 1.500 ug/l (normal 7-
144pg/L) . El paciente resulto anemico en forma persistente
antes del tratamiento con valores de hemoglobina en el rango de
entre 7,2 vy 8,3 g/dL.

A las 19 semanas de vida se iniciaron infusions IV
semanales de rhLAL (SBC-102) a una dosis inicial de 0,2 mg/kg.
El paciente recibid pretratamiento previo con 1 mg/kg de
difenhidramina aproximadamente 90 minutos antes de la infusion
de SBC-102 con el fin de contrarrestar las potenciales
reacciones anafilacticas a la infusion. La duracién de la
infusion fue de aproximadamente 4 horas. Las infusionas fueron
bien toleradas, y el paciente no experimento ningin evento
adverso de la infusion.

7 dias después de la infusion inicial, la segunda infusion
se administrd al paciente. El1 paciente recibid una dosis de 0,3
mg/kg de SBC-102 aproximadamente durante 4 horas y tolerd la
infusion sin exhibir ningun signo de eventos adversos.

Dentro de 1las dos semanas de tratamiento, el paciente
exhibié una significativa mejora en el bienestar general,
incluyendo el -estado de alerta vy capacidad de respuesta
aumentados. La diarrhea y 1los vémitos se estabilizaron. E1
paciente comenzd a aumentar de peso y exhibid marcada reduccién
en las transaminases séricas (por ej., AST 'y ALT),
esencialmente hasta alcanzar los niveles normales (Figuras 1A y
1B). La velocidad de crecimiento del paciente se normalize
rédpidamente (Figuras 3 y 4). La distension abdominal se redujo,
en correspondencia con una reduccidén en la hinchazén abdominal.
Los analisis de la function hepatica continuaron mostrandom

ejoras (Figuras 1A y 1B).
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En la tercera visita, el paciente recibidé SBC-102 a 0,5
mg/kg. Las infusions continuaron tolerdndose bien.El estado
clinico mostrd una mejora continua, con un aumento de peso de
150 g en 7 dias, y un aumento de 1,5 cm en la circunferencia
del brazo desde el inicio del tratamiento (Figuras 3 y 4). Los
andlisis de higado fueron estables, los niveles de hemoglobina
aumentaron (10-11 g/dL) y los niveles de ferritina continuaron
reduciéndose (Figura 2). La fosfatasa alcalina estuvo en el
rango bajo de 1lo normal antes del tratamiento de 137 U/L
(normal 110- 300 U/L) y aumentd con el tratamiento (204 U/L).
Este efecto con la administracién de SBC-102 fue consistente
con las observaciones realizadas en el modelo preclinico de la
enfermedad.

Comenzando con la cuarta infusion, el paciente comenzé a
recibir una dosis seminal de 1,0 mg/kg. Dos meses después del
inicio del tratamiento, el crecimiento del paciente se mejoro
sustancialmente con una Velocidad de crecimiento estimada
cercana al percentile 95. Este aumento en el crecimiento generd
un aumento de 1,25 kg, o 2,79 libras en 63 dias con un peso de
7,21 kg, colocandolo en el percentile 30 de peso para la edad
(Figuras 3 y 4). Ambos niveles de AST y ALT disminuyeron
ridpidamente después de la primera infusion.

Con tres meses en tratamiento, AST y ALT fueron normales.
Ademas de las mejoras en la function hepatica, también se
observe una marcada reduccidén en la ferritina (Figura 2).

Durante el transcurso de 4 meses de tratamiento, los
sintomas GI del paciente se resolvieron y el estado nutricional
del paciente fue excelente. El paciente continué aumentando de
peso (Figuras 3 y 4) y demostrd los signos fisicos de un bebé
sano, normal. El paciente continué tolerando las infusions sin
presenter ninguna reaccidén a la infusion u otros efectos
colaterales. El paciente recibié la 2lra dosis a 1,0 mg/kg como

paciente ambulatorio.
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Ejemplo 2
Disefio de estudio para deficiencia de LAL de inicio temprano
SBC-102, wun rhLAL producido en Gallus transgénico, se
administra por infusidén IV semanal. El estudio se disefla para
evaluar la seguridad, la tolerabilidad y la eficacia de dos
regimenes posoldgicos de SBC-102 administrado por infusiones IV
semanales. Como tal, las variables de produccidédn principal en
este estudio determinan la seguridad y la tolerabilidad de SBC-
102 en nifilos con retraso en el crecimiento debida a una
deficiencia de LAL, e incluyen: signos vitales y hallazgos de
exdmenes fisicos; pruebas clinicas de laboratorio; pruebas
antifarmacoldgicas de anticuerpos; y uso de medicaciones
concomitantes. Considerando que un retraso en el crecimiento es
una caracteristica clinica wuniversal de la deficiencia de
LAL/fenotipo de Wolman, una terapia exitosa para este trastorno
deberia ser capaz de dirigirse al retraso en el crecimiento
visto en nifios afectados por deficiencia de LAL. Los pardmetros
directamente relacionados con el crecimiento de los nifios y el
status nutricional se evaluan como objetivos secundarios o de
exploracién: por ejemplo, velocidad de crecimiento incremental
para el peso; aumento de peso; y tasa de crecimiento lineal.
Este estudio también investiga los efectos de SBC-102 sobre los
biomarcadores farmacodindmicos; tamafio de higado vy bazo;
linfoadenopatia; hemoglobina y plaquetas; evaluaciones de
laboratorio de la funcidn hepdtica y nutricidn; circunferencia
abdominal, circunferencia del brazo medio superior y
circunferencia de la cabeza. Este estudio también describe la
farmacocinética preliminar de SBC-102 en nifios con retraso en
el crecimiento debido a deficiencia de LAL, incluyendo Cmax en
plasma y clearance estimada.

Tabla 1: programa de evaluaciones: control hasta la semana 24

Diag

Evaluaciones no-
sis Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se Se
ini- ma ma ma ma ma ma ma ma ma ma ma ma ma ma

na na na na na na na na na na na na na na
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Prei |42 | 42 |42 | %2 |2 |42 | 42 | 2 | £2 | +2 | 2 [ %2 | +2 | £2
nfus |di |di |di"|di [di [di [di [di |di |di |di |di |di |di
ién as |as |as.|as |as |as [as |as |as |as |(as |as |as | as
Consentimiento
informado .
Cristerios de
inclusién X
/exclusién
Historia médica | X
Muestra para
anilisis
genético
molecular
Muestra puntual
de sangre seca
Calidad de vida
relacionada con | X X X
la salug’
12-ECG xF
Examen fisico’ x° XF
Test s de X XF xF XF Xk x*
embarazo
Pruebas
clinicas de | X xF xF xF
laboratorio’
Ensayos de
higado, lipidos | X XF X? XF Xk
y coagulacién’
Reactivos en % P <P < X?
fase aguda
:;zizzzrpo anti X xF xP xF XF XP xF
Coleccién de
biomarcadores
exploratorios X x? x? XP x® x® XF
de suero y
orina
MRI/MRS®
*bdominal X .
Signos vitales’ x |[x |x [x [x [x [x [x [x¥Ix [x [x Ix [|x
Infusién de 10
SBC-102 X X X X X X X X X X X X X X
Eventos
Continuos

adversos
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Medica-mentos /
terapias Continuos

concomitantes

P Preinfusién

! HRQOL apropiado para la edad.
2 E1 examen fisico incluird la medicién del peso (peso sdbdlo en
el control), evaluacién del tamafio de higado vy Dbazo,

linfoadenopatia y enfermedad arterial.

Los sujetos se enrolan en dos cohortes secuenciales de
igual tamafio (4 sujetos cada una). La dosificacidén se escalona
dentro de cada c¢ohorte y entre cohortes, comenzando con la
dosis con el primer sujeto en la cohorte de dosis baja (Cohorte
1; dosis inicial de 0,35 mg-kgd). La dosificacién de sujetos
adicionales en la Cohorte 1 y el inicio de la dosificacidén en
la cohorte de dosis mas alta (Cohorte 2; dosis inicial de 1
mg-kg™') se basa en la seguridad aceptable y la tolerabilidad

en los sujetos precedentes.

Cohorte 1

Los primeros cuatro sujetos enrolados en el estudio
constituyen la Cohorte 1. El primer sujeto en esta cohorte
recibe una dosis simple de SBC-102 de 0,35 mg-kg'l y, S1 se
aprﬁeba para una dosis continua en base a una revisién de
seguridad al menos 24 horas después de la dosis, el sujeto
recibe luego una segunda dosis de SBC-102 de 0,35 mg- kg™* una
semana después. Después de que el sujeto reciba la segunda
dosis de SBC-102, se revisan todos los datos de seguridad
disponibles, en cuyo momento se decide la aceptabilidad
respeéto a la escalada de la dosis para el primer sujeto a 1
mg-kg‘l y el inicio de la dosificacidén de los otros sujetos en
la Cohorte 1. La dosificacién de los otros 3 sujetos de la
Cohorte 1 procede de una manera similar. Si la revisidén de la

seguridad no garantiza la escalada de la dosis de un sujeto de

bb
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0,35 mg-kg™t a 1 mg-kg™, pero la considera segura para el
sujeto para continuar el tratamiento en la dosis inicial, el
sujeto puede continuar recibiendo una dosis de 0,35 mg-kgﬂ. Si
cualquier sujeto en la Cohorte 1 exhibe una respuesta subdptima
al tratamientoc después de recibir al menos 4 dosis de SBC-102

de 1 mg-kg™, se considera otra escalada de la dosis a 3 mg- kg~
1

Cohorte 2

El comienzo de la dosificacién en la Cohorte 2 se produce
después de que la Cohorte 1 se haya enrolado por completo y la
seguridad se haya revisado para al menos 2 sujetos que
recibieron 2 o mas dosis de 1 mg-kg™' de SBC-102 en la Cohorte
1. Los Ultimos 4 sujetos que ingresan en el estudio se enrolan
y se dosifican en la Cohorte 2. El primer sujeto en esta
cohorte recibe una dosis simple de SBC-102 de 1 mg-kg_1 y, si
se aprueba para una dosificacién continua en base a la revisidn
de la seguridad al menos 24 horas después de la dosis, el
sujeto recibe luego una segunda dosis de SBC-102 de 1 mg-kg™!
una semana después. Después de que el sujeto reciba la segunda
dosis de SBC-102, todos los datos de seguridad disponibles se
han de revisar respecto de la aceptabilidad de lo siguiente:
escalada de la dosis para el primer sujeto a 3 mg-kg™ e inicio
de la dosificacidén de los otros sujetos en la Cohorte 2. La
dosificacidén de los otros 3 sujetos de la Cohorte 2 se lleva a
cabo de una manera similar, con una revisién de la seguridad.
Si el revisor de la seguridad no aprueba una escalada de la
dosis del sujeto de 1 mg:kg™ a 3 mg- kg™}, pero se considera
segura para que el sujeto continte el tratamiento con la dosis
inicial, el sujeto puede continuar recibiendo una dosis de 1
mg-kg™'. Si la dosis inicial de 1 mg- kg™ no es bien tolerada
por un sujeto, se puede considerar una dosis reducida de 0,35

mg- kg™t.

4
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El estudio <consiste en aproximadamente 22 visitas
programadas: Visita 1 (control), Visita 2 (evaluacidén de la
linea de base, inicio del farmaco de estudio) a la Visita 21
(administracidén semanal del farmaco de estudio), Visita 22
(final del seguimiento del estudio). Dada la gravedad y la
naturaleza de la amenaza de vida del retraso en el crecimiento
de inicio temprano debido a la deficiencia de LAL, es probable
que estos sujetos deban ser hospitalizados.

La poblacidén blanco para el estudio son nifios y nifias con
retraso del crecimiento debido a 1la deficiencia de LAL. Un
sujeto se puéde elegir para participar en este estudio si se
cumplen los siguientes criterios: (1) el padre del sujeto o su
tutor legal comprende la naturaleza completa y la finalidad
del estudio, incluyendo los ©posibles riesgos vy efectos
colaterales, y proporciona un consentimiento informado por
escrito / permiso antes de cualquier procedimiento de estudio
que se realice; (2) nifilos y nifias con una actividad de LAL
reducida documentada respecto del rango normal del laboratorio
que realiza el ensayo o resultado documentado de ensayo
genético molecular que confirma una diagnosis de la
deficiencia de LAL; y (3) retraso en el crecimiento con inicio

antes de los 6 meses de edad.

Seguridad

Las variables de seguridad ©primarias incluyen la
incidencia de eventos adversos (AEs) y reacciones relacionados
con la infusidén (IRRs); cambios de la linea de base en los
signos vitales (presidén  sanguinea, frecuencia cardiaca,
frecuencia respiratoria y temperatura), hallazgos de examenes
fisicos y ensayos clinicos de laboratorio (CBC/hematologia,
quimica sérica y urindlisis); uso de medicaciones concomitantes
/ terapias; y caracterizacién de anticuerpos anti-SBC-102

(ADAs) que incluyen la tasa de seroconversidén, tiempo para la

b
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seroconversién, titulo de ADA medio y pico de inmunoglobulina G

(IgG) y tiempo para el titulo de ADA pico de IgG.

Eficacia

Las variables de eficacia incluyen: (1) cambio y/o
porcentaje de cambio desde la linea de base en el tamafio de
higado y de bazo (por ultrasonido) y volumen de higado y bazo y
contenido de grasas (por resonancia magnética por imagenes
[MRI]); y (2) cambio de la linea de base en transaminasas
séricas, lipidos séricos (colesterol total, triglucéridos,
lipoproteina de alta densidad [HDL], y lipoproteina de baja
densidad [LDL]), recuento de hemoglobina y plaquetas. Los
parédmetros de crecimiento, incluidos el cambio de la linea de
base en percentilos y puntajes z, también se evallan para
sujetos <18 afios de edad. Estos parametros de crecimiento se
basan en diagramas de crecimiento de los centros de control
patolégico (CDC) e incluyen peso por edad (WFA), peso por
longitud (WFL), longitud por edad (LFA) y circunferencia de la
cabeza por edad (HCFA) en sujetos <30 meses de edad y WFA,
estatura por edad (SFA; nota: la estatura se refiere a la
altura de un sujeto), y peso por estatura (WFS) en sujetos 236
meses a 18 aflos de edad, asi como 1los correspondientes
indicadores del estado de crecimiento de bajo peso, emaciacién

y retraso en el crecimiento en todos los sujetos.

Ejemplo 3
Andlisis Fisicos de Pacientes «con Aparicidén Temprana de
Deficiencia de LAL

Los pacientes que son lo suficientemente estables desde el
punto de vista clinico para tolerar anestesia general deben
considerarse para colocacién de 1linea central para acceso
vascular a largo plazo. En sujetos que reciben anestesia
general y/o sedacién para otros procedimientos, se considera un

andlisis basal por imégenes abdominales por resonancia



10

15

20

25

30

64

magnética (MRI). En el caso de nuevos procedimientos que
requieren anestesia general y/o sedacidén, se considera un MRI
de seguimiento si no es antes de los 3 meses después de la
primera infusidn. Se miden antropométrica (peso, altura,
circunferencia abdominal, circunferencia de la parte superior
del brazo y circunferencia de la cabeza). Se realiza un
andlisis fisico general. Se <conduce un andlisis fisico
completo. El examen incluye una evaluacidn del aspecto general
del sujeto, piel, <cabeza, ojos, oidos, nariz y garganta,
corazdn, pulmones, abdomen, extremidades/ articulaciones, vy
estado neuroldgico. Cada anélisis fisico incluye, ademéds, lo
siguiente:

Tamafio del higado: Se realiza una evaluacidén clinica del
tamafio del higado (palpable/no palpable y centimetros por
debajo del margen costal), regularidad (suave/ nodular) vy
sensibilidad (sensible/ no sensible.

Tamafio del Bazo: Se realiza una evaluacidén clinica de tamafio
del bazo (palpable/no palpable y centimetros por debajo del
margen costal), regularidad (suave/ nodular) y sensibilidad
(sensible/ no sensible).

Linfadenopatia: Se realiza una evaluacién del tamafio,

locacidén, y caracter de cualquier nodo 1linfatico palpable.

Las areas a examinar incluyen: cefadlica (occipital,
preauricular, postauricular, submental, submandibular),
cervical, <clavicular, axilar, e inguinal. Cualquier nodo

agrandado se caracteriza como sensible o no sensible.
Fotografia: Se sacd una imagen digital del sujeto en posicién

supina (de longitud completa y acercamiento abdominal)

Ecografia hepdtica/ bazo y MRI
Puede realizarse una ultrasonografia para medir el tamafio
del higado y el bazo. La MRI abdominal puede brindar una mejor

cuantificacién del volumen del higado y el bazo y considerarse
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en el momento basal y en una visita por lo menos 3 meses

después de la primera infusidn.

Signos Vitales

Los signos vitales incluyen velocidad del pulso, indice
respiratorio, presidén arterial sistdlica y diastdlica vy
temperatura corporal (rectal u oral). Se realizdé una
evaluacién de la velocidad del pulso y presién arterial
después de que el sujeto se encontraba en posicidn supina. Los
signos vitales se miden en todas las visitas del estudio. Los
dias en que se realiza la administracidén, los signos vitales
se registran antes de la infusidén, cada 15 minutos (£10)
durante la infusidén y durante 2 horas después de la infusidén
y luego cada 30 minutos (Z15) entre 2 y 4 horas después de

completar la infusién.

Ejemplo 4
Andlisis de Laboratorio _

Se realizaron los siguientes andlisis de laboratorio como
analisis de diagndstico y eficiencia:
1) CBC/Hematologia: Recuento de gldébulos blancos, recuento de
gldébulos rojos, hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular
medio MCV, hemoglobina corpuscular media (MCH), concentracién
de hemoglobina corpuscular media (MCHC) , recuento de
plagquetas, neutrdéfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos,
baséfilos, frotis periférico para andlisis de la morfologia
celular
2) Panel quimico: Glucosa, nitrdgeno de urea, creatinina,
sodio, potasio, cloruro, calcio (total y ionizado), magnesio,
fésforo inorgdnico, proteinas totales, lactato deshidrogenasa
3) Analisis de la funcién hepatica: AST/transaminasa
glutémico oxalacética sérica (SGOT) , ALT/transaminasa

glutdmico pirtvica sérica {SGPT) , fosfatasa alcalina,
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gammaglutamil transpeptidasa (GGTP), albumina, bilirrubina
(directa, total)
4) Anticuerpos anti-medicamento: Anticuerpo Anti-SBC-102
5) Analisis de Orina: pH, glucosa, cetonas, sangre, proteina,
nitrito
6) Estudios de coagulacién: leucocitos (el anédlisis
microscdépico se pueden realizar si la sangre, nitritos y/o
leucocitos son anormales)
7) Analisis de Laboratorio sobre Nutricidén: alfa tocoferol
sérico: relacidén de colesterol, vitamina D 250H, retinol
sérico, dideshidroretinol, transtiretina, ferritina sérica.
8) Panel de Lipidos: Colesterol totai, triglicérido, HDL, LDL
9) Perfil genético

Las secuencias de DNA, incluyendo 1la secuencia de
codificacidén de 1las proteinas y secuencias que regulan la
transcripcidén génica, estabilidad del A&cido ribonucleico
mensajero (ARNm) y la eficiencia de la traduccidén de proteinas
que pueden identificarse incluyen:
1. Acido lipasa lisosomal (gen LIPA)
2. Genes que codifican proteinas involucradas en la biologia
de 1los 1lipidos gque pueden contribuir a y/o modificar el
fenotipo de 1la enfermedad de Deficiencia de LAL, por ej.,
ABCAl
3. Genes que pueden modificar la susceptibilidad a cualquier
SBC-102
10) Evaluaciones de Farmacocinética

Para reducir el riesgo de anemia iatrogénica, la
recoleccidén de muestras de FC puede limitarse. En el orden de
importancia, se recolectan muestras para derivar los siguientes
parametros: 1) Cmédx y 2) estimacidén de CL. La recolecciédn de
muestras para medicidén de los niveles de SBC-102 sérico el Dia
0 (Dosis 1) y Dia 105 (Dosis 16) se recolectan. En todos los
sujetos, se recolectan muestras antes de la dosis (dentro de 30

minutos de dosificacidén); a los 90(£5) minutos después del

“
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comienzo de la infusidén; y a los 110(x5) minutos después del
comienzo de la infusiédn. Todas las muestras de FC, en 10s
momentos que coinciden con una evaluacidén de signos vitales,
deben tomarse antes de la inflacidén del mango para evaluacidn
de la presidén arterial en el brazo donde no se realiza la
infusién. Las muestras de FC en otros momentos se toman por lo

menos 5 minutos después de la deflacidén del mango.

Ejemplo 5
Preparacién e infusidén de la dosis

SBC-102 se presenta en viales de vidrio de una sola dosis
de 10 ml en un ligquido transparente. La solucidén (total 10,5 ml
incluyendo 5% de reserva) tiene una concentracidén de 2 mg-mlﬂ.
Todos los viales de SBC-102 se almacenan en una temperatura
controlada de 2-8°C. Los viales se congelan y se protegieron
de la luz durante el almacenamiento. La jeringa que contiene
SBC-102 diluido en 0,9% de solucidén salina se prepard
inmediatamente antes de la infusidén. Cuando la jeringa'de SBC-
102 se habia preparado con anticipacién, la solucidén diluida se
rotuld y se usd dentro de las 4 horas de preparacién.

Se usd el peso del paciente, segln se registrd antes de la
dosificacidén a la mafiana de la infusidén y se redonded hasta 0,1
kg més cercano, para calcular el volumen de SBC-102 para cada
infusién. Los volUmenes totales de infusidén wusados en el

estudio se basan en el régimen de dosificacién que se muestra

en la Tabla 2.

Tabla 2
Dosis Volumen de Infusién
0,35 mg/kg 10 ml
1 mg/kg 10 ml
3 mg/kg 20 ml

La preparacién de la dosis y administracidén deben

realizarse usando materiales descartables estériles, no
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pirogénicos, incluyendo, aunque sin restringirse a, agujas,
sondas de transferencia y tapones.

La velocidad de la infusidén en el dispositivo que regula
el flujo debiera ser configurada para administrar el volumen
total durante aproximadamente 120 minutos, como se muestra en

la Tabla 3.

Tabla 3

Dosis Velocidad de Velocidad de Velocidad de

infusidén por infusidén por infusidén por

hora minuto kilogramo por

hora

0,35 5 ml 0,083 ml 0,175 mg/kg/hr
mg/kg

1 mg/kg 5 ml 0,083 ml 0,5 mg/kg/hr

3 mg/kg 10 ml 0,167 ml 1,5 mg/kg/hr
Ejemplo 6

Eventos adversos (EAs)

En sujetos que experimentaron EAs o) reacciones
relacionadas con la infusién (IRR) con efectos clinicamente
significativos a nivel cardiovascular, respiratorio, o otros
efectos, 1la infusidén debe discontinuarse y el sujeto debe
recibir tratamiento para una reaccidén anafildctica de acuerdo
con los lineamientos institucionales para manejo de reacciones
severas a la infusién en nifios menores de 2 afios de edad.
Estos pueden incluir anti histaminas intravenosas,
corticosteroides, y -epinefrina, si es necesario. Para
productos bioldgicos relacionados, la mayoria de 1los IRRs
demorados ocurre més de 24 horas después de la infusidén. Los
sintomas incluyen artralgia, mialgia, sintomas similares a los
de la gripe, cefalea, cansancio y erupcidén o urticaria. Las

reacciones tardias pueden tratarse con analgésicos o anti
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histaminas segin se indique desde el punto de vista clinico.
Los IRRs se clasifican como agudo (que ocurre dentro de las 24
horas del comienzo de la infusidén) o tardios (que ocurren entre
1l y 6 dias después de la infusidn). Los medicamentos y equipos
para el tratamiento de reacciones de hipersensibilidad deben
estar disponibles para uso inmediato en el caso de reacciones
severas e 1inesperadas de hipersensibilidad. Estos suministros
incluyen, aunque no se restringen a, oxigeno, paracetamol, anti
histaminas (por ej., difenhidramina, parenteral 'y PO),
corticosteroides, epinefrina y dispositivos de resucitaciédn
cardiopulmonar. En productos bioldégicos similares, los IRRs
mas agudos ocurren dentro de 24 horas después de la
infusién (informacidén para prescripcidén de Cerezyme®, VPRIV®,
Fabrazyme®). Los signos de un posible IRR agudo pueden
categorizarse como: IRRs leves a moderados: hiperemia, rubor,
fiebre y/o escalofrios, nauseas, purito, urticaria, sintomas
gastrointestinales (vdémitos, diarrea, calambres abdominales).
Las reacciones leves se definen como reacciones auto-
limitativas, de resolucidn espontanea después de la
interrupcidén temporaria o una reduccidén en la velocidad de 1la
infusidén. Las reacciones moderadas se definen como reacciones
que no se resuelven con medidas simples, requieren observacién
prolongada y discontinuacién del tratémiento. Los IRR severos
indican dolor en el pecho, disnea, estornudos, estridor,
hipotensién o) hipertensién, paro respiratorio, apena,
bradicardia o taquicardia. Si cualquiera de los signos vy
sintomas anteriores se observan durante la infusién y el sujeto
permanece hemodindmicamente estable, puede reducirse la
velocidad de la infusién (reducirse hasta la mitad del indice
dado al comienzo del evento, por ej., desde 10 ml-hr! hasta 5
ml-hr™) y extenderse el tiempo de infusién. Una vez que el
evento se ha resuelto, la infusién debe continuar durante un
minimo de 30 minutos a la velocidad reducida antes de aumentar

el indice hasta 75% de la velocidad original en el cronograma
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de infusién. Si el sujeto continla mostrando signos de
hipersensibilidad, puede administrarse una dosis IM o IV lenta
de de wun antihistaminico de acuerdo con los lineamientos
institucionales para el manejo de reacciones por infusién en

nifics menores de 2 afios de edad.

Ejemplo 7
Administracién de rhLAL a un paciente humano con deficiencia de
LAL de inicio tardio

El objetivo primario del estudio consiste en evaluar la
seguridad y la tolerabilidad de SBC-102 en pacientes con
disfuncién hepética debido a una deficiencia de LAL de inicio
tardio (signos vitales, exdmenes fisicos, pruebas clinicas de
laboratorio, pruebas de inmunogenicidad, evaluacidén de eventos
adversos, terapias concomitantes). E1l objeto secundario
consiste en caracterizar la farmacocinética de SBC-102 provista
por infusién IV después de dosis Unicas y multiples (pre- vy
posinfusién dia 0 y 21). Los criterios de inclusién para
sujetos con deficiencia de LAL de inicio tardio son los
siguientes:

1. El paciente comprende la naturaleza completa y la
finalidad del estudio, incluyendo los ©posibles
riesgos y efectos colaterales, y estd dispuesto y es
capaz de cumplir todos los procedimientos de estudio
y proporcionar un consentimiento informado;

2. Pacientes hombres o mujeres 2 18 y £ 65 afios de edad;

3. Actividad de LAL reducida documentada respecto del
rango normal del laboratorio realizando el ensayo o
resultado documentado de ensayo genético molecular
que confirma la diagnosis de deficiencia de LAL;

4. Evidencia de implicacién del higado en base a la
presentacidén clinica (hepatomegalia) y/o resultados

de ensayos de laboratorio (ALT o AST 2 1,5xULN);

Y
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5. Si en una estatina o ezetimibe, el paciente debe
estar en una dosis estable durante al menos 4 semanas
antes del control;

6. Todas las mujeres deben tener una prueba de embarazo
seronegativa en el <control y no pueden estar
amamantando; y

7. Los pacientes mujeres de potencial edad fértil deben
coincidir en el uso de un método anticonceptivo muy
efectivo y aprobado por toda la duracién del estudio
y continuar con el uso durante 30 dias después de la

ultima dosis.

Las evaluaciones <clinicas incluyen examenes fisicos,
urindlisis, analisis quimicos clinicos, CBC/hematologia,
reactivos de fase aguda, estudios de <coagulacién, 12-ECG,
anticuerpos anti-SBC-102, y PK para derivar Cméx, AUCine, Ti/2,
Cl y Vgs.

A los pacientes se dan 0,35 mg-kg™', 1 mg-kg™! o 3 mg-kg™
de LAL una vez por semana por infusidén intravenosa (IV) durante
2 horas. El primer sujeto se dosifica y se controla respecto de
la tolerabilidad durante al menos 24 horas antes de proceder
con la dosificacién de los otros sujetos en la cohorte. Cada
sujeto queda en el paciente durante 24 horas después de su
primera infusidén de SBC-102. Los sujetos contintan con 3 dosis
adicionales de infusiones IV una vez por semana de la dosis de
SBC-102 siempre que la tolerabilidad y la seguridad sigan

siendo aceptables.

Farmacocinética

Los datos de PK se analizan usando todos los sujetos que
ingresan en el estudio que recibe al menos una dosis de
medicacién de estudio, excluyendo cualquier punto de dato que
fue influido por una mayor desviacidén del protocolo. Los

andlisis de PK se llevan a cabo usando un modelo de infusidén en
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compartimiento. Los pardmetros de PK siguiente se derivan y
presentan por la cohorte (Cmax, AUCins, Tis2, Cl y Vg). Los
parédmetros de PK uUnicos y multiples se comparan usando los
datos de Visita 2 y Visita 6.

El incremento propuesto entre las dosis en este estudio
puede ser de 3, 4, 5 & 6 veces que puede permitir la evaluacidn
de la seguridad inicial, tolerabilidad y farmacocinética en
humanos a través de un rango de 6 veces de dosis sobre una base
de mg-kg™'. En un modelo de rata preclinico relevante, los
efectos farmacodindmicos de 1 mg-kg"l una vVvez Ppor semana,
3 mg-kg”! una vez cada dos semanas y 5 mg-kg™' una vez por
semana son comparables. Asi, a pesar de que no se anticipa que
se requieren dosis mayores a 3 mg-kg™! una vez por semana, se
pueden considerar dosis de mas de 3 mg-kg™!, tales como 4, 5,

6, 7, 8, 9 6 10 mg-kg™* segin la gravedad de la enfermedad.

Disefio del estudio

Dada la rareza de pacientes con esta condicidn patolédgica,
el numero objeto para este estudio es de 9 sujetos evaluables.
Los sujetos se enrolan en tres cohortes secuenciales de 3
sujetos por cohorte. Los sujetos asignados a la cohorte 1
comienzan la dosificacidén primero, seguido por aquellos

asignados a la cohorte 2, luego aquellos de la cohorte 3.

Tabla 4: programa de estudio de deficiencia de LAL de inicio

tardio: Visitas, evaluaciones e intervalos
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Pretratam

o Fase activa Fase posactiva
Evaluaciones
Visital | Visita2 | Visita3 [ Visitad| TC Visita5 | TC | Visitab TC Visita?7  |Visita7.1] Visita 8
o281 gy | ooy | ™2 | vs | omtasn | viats| piazeen) | viz2 | ppazaey | 02 |
7) 741) 3541) | 5241)
Consentimiento informado X
Criterios de inclusin/exclusion X X
Informacién demografica X
Rendimiento de salud del X
paciente
Historia médica® X
12-ECG X X
Examen fisico ¥ X X e X
Signos vitales® X X X X X & X X
Urinalisis X X X X X X X X
Prueba de embarazo® X ¥ X X
CBC/Hematologia X X ¥ ¥ X X X X
Panel quimico X ¥ X X ¥ ¥ X X
Panel hepatio X ¥ X° ¥ ¥ X X X X
Panel lipidico X ¥ X
Reactivos en fase aguda X X X X
Pruebas de coagulacion X X
Control de hepatitis viral X
Control de hepatitis X
autoinmune
Muestra de ADN X
Actividad de LAL PBMC en X 0 Y
sangre
Anti SBC-102 Ab (ADA) X X X X
Muestra de biomarcador
exploratorio X ¥ X X X
Muestra PK’ X X
Dosificacion de SBC-102 X X X X
Eventos adversos X X X X X X X X X X X X
Terapias concomitantes X X X X X X X X X X X X
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TC = llamada telefdnica
P Predosis
1Incluyendo historia de alcohol (cuestionario AUDIT)

2 Incluyendo altura y peso

3 Ppredosis, cada 15 minutos durante la infusién, cada 15
minutos durante 2 horas después de la infusién y cada 30
minutos durante las horas 2-4 después de la infusidn

Y Suero en la Visita 1 y la Visita 8; orina en la Visita 2 y la
Visita 6

> predosis, 10, 15, 20, 40, 60, 90 minutos durante la infusién,

al final de la infusidén (aproximadamente 120 minutos) y 5, 10,

20, 30, 40, 60 y 120 minutos después de la infusidn

Cohorte 1

Tres sujetos reciben infusiones IV dé 0,35 mg-kg™ de SBC-
102. El primer sujeto se dosifica y controla respecto de la
tolerabilidad durante al menos 24 horas antes de proceder con
la dosificacién a los otros 2 sujetos en la cohorte. Cada
sujeto queda en el paciente durante 24 horas después de su
primera infusidén de ' SBC-102. Los sujetos contintan con 3
infusiones IV adicionales de 0,35 mg-kg™! siempre que la

tolerabilidad y la seguridad sean aceptables.

Cohorte 2

Tres sujetos reciben infusiones IV de 0,35 mg-kg™' de SBC-
102. El primer sujeto en la Cohorte 2 se dosifica y controla
respecto de la tolerabilidad durante al menos 24 horas antes de
proceder con la dosificacién a los otros 2 sujetos en la
cohorte. Cada sujeto queda en el paciente durante 24 horas
después de su primera infusidén de SBC-102. Los sujetos
contintan con 3 infusiones IV adicionales de 1 mg-kg™' siempre

que la tolerabilidad y la seguridad sean aceptables.
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.Cohorte 3

Tres sujetos reciben infusiones IV de 0,35 mg-kg™! de SBC-
102. El primer sujeto en la Cohorte 3 se dosifica y controla
respecto de la tolerabilidad durante al menos 24 horas antes de
proceder con la dosificacidén a los otros sujetos en la cohorte.
Cada sujeto queda en el paciente durante 24 horas después de su
primera infusidén de SBC-102. Los sujetos continuan con 3 dosis
adicionales de infusiones IV una vez por semana de 3 mg-kg',
siempre que la tolerabilidad y la seguridad sean aceptables.

El Comité de Seguridad (SC) puede suspender la
dosificacién para una cohorte entera .o para un sujeto
individual en cualgquier punto debido a una pobre tolerabilidad
0 riesgos potenciales de seguridad.

Si el sujeto se discontinua del tratamiento de estudio en
una visita programada distinta de la Visita 8 (fin del estudio)
0 en una visita no programada, el sujeto deberia retornar no
antes de 7 dias después de la Ultima dosis de SBC-102 para las
evaluaciones de fin de estudio realizadas en la Visita 8.

Se administra SBC-102 por infusidén IV en las Visitas 2, 4,
5 y 6. Las terapias concomitantes se registran en todo el
estudio. Los eventos adversos se registran desde el momento de
la firma del consentimiento informado.

Cada sujeto recibe un total de cuatro dosis semanales de
SBC-102 siempre que la tolerabilidad y la seguridad sigan

siendo aceptables.

Duracidn del estudio

El estudio implica 4 semanas de dosificacién con SBC-102 y
un periodo de lavado para sustentar la evaluacidén de seguridad
y programa de dosificacidén para las posteriores pruebas
clinicas. Tras completar este estudio, los sujetos se pueden
elegir para resumir SBC-102 después de un protocolo separado
para evaluar la seguridad y eficacia a largo plazo de SBC-102

en pacientes con deficiencia de LAL/fenotipo de CESD.
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Examen fisico

Un examen fisico general se lleva a cabo por medio de una
persona médicamente calificada. Los sistemas (que incluyen,
pero sin limitacidén, los sistemas cardiovascular, respiratorio,
gastrointestinal y neuroldgico) se deben especificar vy
registrar. Cualquier anormalidad debe ser establecida cada vez
que se realice un examen. La diagnosis de nuevas anormalidades
se deberd registrar como eventos adversos, de ser aplicable.

Evaluaciones de exdmenes fisicos adicionales para realizar
en la visita de control:

a) Tamafio del higado: Se hace una evaluacidén clinica del
tamarfio del higado (palpable/no palpable y centimetros por
debajo del margen costal), regularidad (lisa/nodular) vy
sensibilidad (suave/no suave).

b) Linfoadenopatia: Se realiza una evaluacién del tamarfio,
ubicacidén y carécter de cualquier nodo linfatico palpable.
Las 4&reas para examinar incluyen: cefdlica (occipital,
preauricular, posauricular, submental, submandibular),
cervical, clavicular, axilar e inguinal. Cualquier nodo
agrandado se caracteriza comoc blando o no blando.

c) Enfermedad arterial: Los pulsos de Posterior Tibialis vy
Dorsalis Pedis derechos | e izquierdos se evaluan
clinicamente y se registran los indices del tobillo
braquial izquierdo y derecho (ABI). ABI se define como la
relacién de la presién sistdlica en la arteria dorsalis
pedis o posterial tibial dividido por la presidén sistdlica

braquial del brazo izquierdo o derecho (lo que sea mayor).

Signos vitales

Se miden los signos vitales, incluyendo velocidad del
pulso, frecuencia respiratoria, presién sanguinea sistdlica y
diastdlica y temperatura. La evaluacidén de la frecuencia del

pulso y a presidén sanguinea se realiza después de que el sujeto
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haya estado en una posicidén semisupina durante al menos 5
minutos. En los dias de la dosificacidén, los signos vitales se
registran preinfusién, cada 15 minutos (+5) durante la infusidn
y durante 2 horas después de 1la infusién y luego cada 30
minutos (#10) entre 2 y 4 horas después de completar la
infusién. Las lecturas adicionales se pueden realizar a
discrecidén del investigador en el evento de una reaccidn
relacionada con una infusién (IRR) . Se realiza 12-
electrocardiograma (ECG) con registros formales después de que
el sujeto haya estado en posicidén supina durante al menos 5

minutos.

Evaluaciones de laboratorio

Se toman muestras de laboratorio en los momentos
temporales indicados en el programa de evaluaciones. Se
realizan los siguientes andlisis (a excepcidén de ESR, estudios

de coagulacién y anticuerpos anti-SBC-102).

CBC/Hematologia: recuento de gldébulos blancos, recuento de
gldébulos rojos, hemoglobina, hematocrito, volumen
corpuscular medio (MCV) , hemoglobina corpuscular
media (MCH), concentracién media corpuscular de
hemoglobina (MCHC) , recuento de plaquetas,
neutréfilos, linfocitos, monocitos, eosindéfilos,
baséfilos

Panel quimico: Glucosa, urea nitrogenada, creatinina,
sodio, potasio, cloruro, calcio, magnesio, fésforo
inorgéanico, proteina total, lactato deshidrogenasa,
dcido urico

Ensayo de 1la funcidén hepatica: AST/SGOT, ALT/SGPT,
fosfatasa alcalina, GGTP, albumina, bilirrubina
(directa, total)

Panel lipidico: colesterol total, triglicéridos, HDL, LDL
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Estudios de coagulacién: relacién estandarizada
internacional de tiempo de protrombina (PT) (INR),

tiempo de tromboplastina parcial activado (aPTT)

Urinalisis: Glucosa, cetonas, sangre, PH, proteina,
nitrito u leucocitos (él examen microscdpico se
realizard sdélo si la sangre, proteina, nitrito y/o
leucocitos son anormales)

Control de hepatitis wviral: serologia de HBsAg y HCV (en
el control o si se indica clinicamente durante el
ensayo)

Control de hepatitis autoinmune: anticuerpo del muisculo
anti-suave (ASMA), anticuerpos antinucleares (ANA),
anticuerpo anti-LKM1, anticuerpo anti-SI1A

Anticuerpo antifarmaco: Anticuerpo anti-SBC-102

Reactivos en fase aguda: proteina reactiva con C de alta
sensibilidad (CRP), tasa de sedimentacién de
eritrocitos (ESR) y ferritina sérica

Prueba de embarazo: Todas las mujeres tienen, como minimo,
pruebas de embarazo mensuales. Se realizan usando
suero en la Visita 1 y Visita 8 y orina en la Visita
2 y Visita 6.

Evaluaciones farmacocinéticas (PK): se toman muestras de

PK del brazo opuesto a la céanula de infusién. E1 muestreo
intensivo para la medicién de niveles séricos de SBC-102 el dia
0 (dosis 1, Visita 2) y Dia 21 (dosis 4, Visita 6) se colecta:
inmediatamente ©predosis (en el lapso de 30 minutos de
dosificaciédén); a 10(x1), 15(x1), 20(x1l), 40(x2), 60(x2) 90(%2)
minutos durante la infusién y al final de la infusiédn
(aproximadamente 120 minutos); y 5(%1), 10(x1), 20(x1l), 30(x1),
40(x2), 60(+2) vy 120(+2) minutos después de terminar la

infusidn.

Preparacién de SBC-102

A
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El peso del sujeto registrado en la Visita 1 se usa para
calcular el volumen de SBC-102 para cada infusidén. E1 producto
farmacolégico SBC-102 para la infusidén IV se prepara por
dilucidén usando las siguientes etapas:

1. Los viales se retiran del refrigerador.
2. Se confirma que la fecha de vencimiento en el vial no
pasod.
3. Se determina el volumen total <calculado de SBC-102
requerido para la dosificacién.
Ejemplo:
Wt del sujeto (en kg): 70 kg
Nivel de dosis del sujeto: 3 mg-kg™?!

Concentracién de la droga: 2,0 mg-mL!

1. Calculo de la dosis del sujeto:

Nivel
Peso (en Dosis
X de =
kg) total
dosis
3 mg-kg

70 kg b4

1 210 mg

2. Calculo del volumen de inyeccién:

Volumen
Dosis Concentracidn

de
diaria + de la dosis en =

inyeccidn
total el vial

total
210 mg + 2,0 mgmL™* = 105 mL

4. Se usan las siguientes bolsas de infusidén salina al 0,9%

en base a la asignacién del grupo de dosificaciédn:

Dosis (mg-kg |Volumen de la bolsa
Cohorte

) de infusién (mL)
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1 0,35
100
2 1
3 3 250

requerido para la dosificacién

etapa 3 anterior)

250 mL de solucidén salina al 0,9%

ejemplo anterior,

una bolsa de infusidén de 250 mL).

. El volumen total

infusidén de

transfiere (es

soluciédén

decir,

salina al

usando

calculado de SBC-102

0,9%

el ejemplo

(es decir,

. Se retira un volumen equivalente al volumen de SBC-102
(tal como se calculd en la

de una bolsa de infusidén de 100 mL o de

usando el

105 mL de solucidén salina se retiran de

en la bolsa de

se retira y se

anterior, se

retiran 105 mL de solucidén de SBC-102 y se transfieren a

la bolsa de infusidn).

7. Se usa moderada inversidn para mezclar la bolsa.

Administracidn de rhLAL

1.

La tuberia de infusidén IV se adjunta a la bolsa diluida de

SBC-102.

. BEl tubo se ceba y todo el aire se expele.

. Se fija la tasa de infusidén en el dispositivo regulador de

flujo para administrar el volumen total en las siguientes

tasas durante aproximadamente 100 minutos:

Dosis Tasa de infusidén|Tasa de infusidn
Cohorte 1
(mg-kg ) (por hora) (por minuto)
1 0,35
60 mL 1 mL
2 1
3 3 150 mL 2,5 mL
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4., Se selecciona el sitio de infusidén IV, que varia de sujeto
en sujeto puede incluir venas antecubitales o de la mufieca
(o0 un catéter venoso central).

5. El1 tubo IV se fija en el angiocatéter. La solucidn salina
se inyecta en el tubo IV para evaluar la permeabilidad y
para verificar que 1la solucién salina se vwvuelca con
facilidad.

6. E1 tubo IV se asegura con cinta.

7. La infusién de SBC-102 comienza usando un dispositivo de
regulacidén de flujo.

8. La infusidén se controla de modo regular.

9. Cuando la bolsa esta vacia, se inyectan inmediatamente 25
mL de solucidén salina al 0,9% en la bolsa de infusidn
usando el puertc de inyeccidn.

10. El tubo se vacia a la misma tasa de infusién (60 mL
por hora [1 mL por minuto] para la dosis de 0,35 mg-kg™* y
1 mg-kg™' y 150 mL por hora [2,5 mL por minuto] para la
dosis de 3 mg-kgﬂ) hasta completar la infusién. E1 fin de
la infusidén se define cuando la infusidén y el vaciado se

hayan completado y documentado.

Reacciones de infusidn

Una reaccidén relacionada con la infusidén (IRR) se define
como cualquier evento adverso mediado inmunoldégicamente que
estd relacionado al menos posiblemente con la infusién. Las IRR
se clasifican como agudas (que ocurren dentro de las 24 horas
del inicio de la infusidén) o retardadas (que ocurren entre 1 y
14 dias después de la infusiédn).

Las medicaciones y el equipo para el tratamiento de
reacciones de hipersensibilidad deben estar disponibles para un
uso inmediato en el <caso de reacciones inesperadas de
hipersensibilidad severa. Incluyen, pero sin limitacién,

oxigeno, acetaminofeno, antihistaminas (porx ejemplo,

4
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difenhidramina, parenteral y PO), corticosteroides, epinefrina
(adrenalina) y dispositivos de resucitacidén cardiopulmonar.

Los signos de una posible IRR aguda pueden ser hiperemia,
enrojecimiento, fiebre vy/o escalofrios, nauseas, prurito,
urticaria, sintomas gastrointestinales (vémitos, diarrea,
calambres abdominales), reacciones cardiopulmonares, incluyendo
dolor de pecho, disnea, sibilancias, estridor, hipotensién o
hipertensién. Si se observa cualquiera de los signos y sintomas
anteriores durante la infusién y el sujeto queda
hemodindmicamente estable: la tasa de infusidén se debe
lentificar o detener. Si el sujeto continla mostrando signos de
hipersensibilidad, se deberd administrar una dosis IM o IV
lenta de una antihistamina. En sujetos que experimenten
reacciones severas por infusidén con efectos cardiovasculares o
respiratorios clinicamente significativos, la infusidén se
discontintia. En una reaccidén anafildctica de este tipo, el
sujeto se puede tratar con antihistaminas intravenosas,

corticosteroides y epinefrina.

Ejemplo 8
Administracidén de LAL recombinante en un Modelo de Rata

El efectos de la dosificacidén reiterada con LAL humano
recombinante sobre el peso, triglicéridos y colesterol en
tejidos, la hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia, peso
intestinal, y otros pardmetros se evalllan en ratas de Donryu
con Deficiencia de LAL como se describe en Yoshida y Kuriyama
(1990) Laboratory Animal Science, vol 40, p 486-489 (ver
también Kuriyama et al (1990) Journal de Lipid Research, vol
31, p 1605-1611; Nakagawa et al, (1995) Journal de Lipid
Research, vol 36, p 2212-2218), cuya divulgacién se incorpora
en su totalidad en esta invencidén como referencia.

A las 4 semanas de vida, las ratas Donryu gue son
homdécigas para la eleccidén de LAL (LAL -/-), se separaron en

grupos que recibirian una dosis de LAL humano recombinante
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producido en el sistema oviducto de un pollo transgénico o un
placebo de solucidén salina. Se usaron ratas cria, agrupadas
por edad, tipo salvaje, como controles. lLas ratas ILAL -/-
recibieron una dosis una vez por semana durante cuatro semanas
(cuatro dosis en total) o una vez cada dos semanas durante
cuatro semanas (dos dosis en total) por inyeccidén en la vena de
la cola como una sola dosis o en dos dosis iguales aplicadas
con 30 minutos de separaciédn. Las dosis de LAL recombinante
fueron 1 mg/kg o 5 mg/kg. El cronograma de dosificacidén se
muestra en la Tabla 5. Las ratas recibieron un pre-tratamiento
con difenhidramina (5 mg/kg) para contrarrestar las potenciales
reacciones anafildcticas, un procedimiento que se Dbasa en
experiencias anteriores en modelos animales de terapia de
reemplazo de enzimas de la enfermedad de almacenamiento
lisosomal (Shull et al. (1994) Proceedings of the National
Academy of Science, vol 91, p. 12937; Bielicki et al. (1999)
The Journal de Biological Chemistry, 274, p. 36335; Vogler et
al. (1999) Pediatric Research, 45, p. 838.), cuya divulgacién
se incorpora en su totalidad aqui a modo de referencia.

La Figura 9 muestra el progreso diario en el aumento de
peso de ratas que reciben indistintamente 1 mg/kg de LAL
recombinante por semana o 5 mg/kg de LAL recombinante por
semana o 5 mg/kg de LAL recombinante por dos semanas. Puede
observarse en la Figura que hay poca o ninguna diferencia en el
efecto terapéutico entre los dos tamafios y frecuencias de las

dosis.

Tabla 5: Peso y Cronograma de Dosificacién de ratas Donryu con

deficiencia de LAL

Dia desde Evaluaciones/ inyecciones realizadas
el

nacimiento

Dia 13

Dia 14 E
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Dia 20 S
Dia 21 A | Las crias se destetaron
Dia 24 J
Dia 25 E
Dia 27
Primera Inyeccidn para administracién una vez cada
Dia 28 semana y una vez cada dos semanas
Dia 31
Dia 32
Dia 34
Segunda Inyeccidén para administracidén una vez cada
Dia 35 semana
Dia 38
Dia 39
Dia 41
Tercera Inyeccidén para administracidén una vez cada
semana; Segunda administracién para una vez cada dos
Dia 42 semanas
Dia 45
Dia 48
Cuarta inyeccidn para administracién una vez cada
Dia 49 semana
Dia 55
Dia 56 Necropsia
Ejemplo 9

Andlisis patolégico de Ratas LAL -/- ‘tratadas con LAL
recombinante

Al finalizar el estudio descrito en el Ejemplo 8, 1los
animales del estudio se sacrificaron humanamente vy se
sometieron a necropsia para examinar la patologia general,
histopatologia, y gquimica clinica. La necropsia general
incluyé la superficie externa del cuerpo, todos los orificios,
y la cavidad toracica, craneana y abdominal y sus contenidos.
La masa de los érganos y tejidos internos se determind para las

ratas y se cosecharon los dérganos y tejidos y se fijaron en
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formalina con buffer neutro al 10%. Luego de la fijacidn, los
tejidos se procesaron Yy se prepararon y evaluaron cortes
histoldégicos de secciones manchadas con hematoxilina y eosina.
El examen patoldégico general de 1los animales tratados
mostré una normalizacidn sustancial en el tamafio y el color del
higado y color como puede observarse en la diseccidédn que se
muestra en la Figura 10. Las proporciones de &érgano a peso
corporal se determinaron y se demostrdé una reduccidén en el
tamafio relativo para higado, bazo, tejido mesentérico, duodeno,
jejuno, ileo en animales tratados exitosamente que se
diseccionaron, cuando se compara con las ratas tratadas con
placebo. La histopatologia de tejido hepatico de ratas
tratadas con LAL recombinante analizadas muestra histologia
hepadtica esencialmente normal en marcado contraste con la
acumulacidén sustancial de macrdéfagos espumosos en los animales

tratados con placebo (Figura 10).

Ejemplo 10

Internalizacién de LAL humano recombinante en Lisosomas de
Macréfago y Fibroblasto

La capacidad del derivado transgénico del LAL humano
recombinante de las aves ("SBC-102") para unirse a las células
e internalizarse al compartimiento lisosomal, se examindé in
vitro usando células de macrdéfago y fibroblastos. Cuando se
incubé con células de macrdéfago, se encontrd que SBC-102
marcado en forma fluorescente se localiza en los lisosomas.
Este efecto podria atenuarse usando un competidor de
polisacéarido, lo que implica que el receptor de N-
acetilglucosamina/manosa (GlcNAc/manosa) es un mecanismo de
reconocimiento y captacién de parte de estas células. E1 SBC-
102 aumentd la actividad de LAL asociada con las células en
fibroblastos humanos con deficiencia de LAL y fibroblastos de

murino normales después de la incubacidén in vitro, 1lo que

8o
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indica que la exposicién a SBC-102 puede producir reemplazo
sustancial de actividad enzimatica deficiente.

La manosa-6-fosfoato (M6P) estd presente en la estructura
de oligosacaridos de SBC-102 que ha demostradc estar
involucrada en la administracién de enzimas lisosomales a una
amplia variedad de tipos de células a través del receptor M6P
ubiquito.

El LAL recombinante se purificdé de clara de huevo de
gallinas transgénicas. Se obtuvo NHS Verde de Oregdn de
Invitrogen™ (#0-10241). La linea de macréfago alveolar de la
rata, NR8383, y la linea de fibroblastos de ratén, NIH-3T3, se
obtuvieron de ATCC. Los fibroblastos de Wolman con deficiencia
de LAL se obtuvieron del Coriell Institute for Medical Research
y LysoTracker® Red se obtuvo de Invitrogen™.

Marcado de las enzimas: 4 mg de LAL derivado de las aves

transgénicas LAL en PBS se marcaron con Oregon Green, de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante y la reaccidén se
dializdé posteriormente contra PBS y a continuacidén se

concentrd.

Captacidén de Macréfagos: E1 LAL transgénico marcado en

forma fluorescente derivado de las aves (5 pg/ml) y
LysoTracker® Red se incubaron con células NR8383 durante 2
horas. Las células se examinaron con microscopio de
fluorescencia co-focal usando un modo de barrido secuencial a
488 nm y a continuacién 514 nm.

Inhibicién competitiva con manan: SBC-102 marcado en forma

fluorescente (5 ug/ml) y manan se incubaron con células NR8383
durante 2 horas. Las células se tripsinizaron, y la captacién
de LAL recombinante se midid por intensidad de mediana de
fluorescencia de clasificacién celular activada por
fluorescencia como pardmetro.

La capacidad de LAL derivado de aves transgénicas gque se
absorberda y posteriormente incorporard en los lisosomas de

células blanco se examiné usando la linea celular de macrdfago,

&
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NR8383. E1 LAL marcado en forma fluorescente derivado de aves
transgénicas y el marcador lisosomal, "LysoTracker® Red"
(Invitrogen™), se incubaron con células durante 2 horas. La co-
localizacidén de LAL derivado de aves transgénicas y marcador
lisosomal en los lisosomas de estas células se examindé con
posterioridad por microscopio con fluorescencia confocal usando
un modo de barrido secuencial (Fig. 11). El1 LAL recombinante
demostré localizacidén a lisosomas, lo que es consistente con
estudios similares in vitro usando LAL humano recombinante
(rhLAL) de una variedad de fuentes.

La especificidad de unién de LAL derivado de aves
transgénicas al receptor de manosa/ GlcNAc se ha evaluado por
ensayos de unidén competitiva wusando la linea celular de
macréfago, NR8383 (Fig. 12). El1 LAL marcado en forma
fluorescente (Oregon Green) derivado de aves transgénicas a 5
pg/ml y varias concentraciones de oligosacdrido que contiene
manosa, manan, se co-incubaron con células durante 2 horas. La
inhibicién relativa de la captacién de LAL derivado de aves
transgénicas realizada por manan, cuando se compara con ningun
control con manan, se cuantificdé por andlisis de clasificacidn
celular activado por fluorescencia usando intensidad mediana de
fluorescencia como pardmetro. Se observé una inhibicién
dependiente de la dosis de manosa en la unidén/ captacién de
LAL derivado de aves transgénicas, lo cual es consistente con
el LAL derivado de aves transgénicas: interaccién de GlcNAcR.

Ademés, la captacién mediada por manosa-6-fosfoato en
células de fibroblastos se demostrdé por medio de experimentos

de competicidédn con manosa-6-fosfoato.

Ejemglo 11
Aumento de la Actividad de LAL en Células Tratadas

El LAL cataliza la hidrdélisis de ésteres de colesterol vy
triglicéridos en colesterol 1libre, glicerol, y &cidos grasos

libres. De este modo, la actividad de LAL puede medirse, por
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ejemplo, por la descomposicidédn del sustrato fluorogénico, 4-

metilumbelilferil oleato (4MUO).

Fibroblastos

La capacidad de la exposicién de LAL derivado de aves
transgénicas para aumentar Actividad de LAL en células se ha
examinado usando tanto células normales y con deficiencia de
LAL in vitro. Los fibroblastos se aislaron a partir de un
paciente con Wolman y fibroblastos de murino normal (NIH-3T3)
incubados en presencia de LAL derivado de aves transgénicas a
concentraciones de 0, 0,16, o 0,5 microgramos/ml durante 5
horas. Las células se lavaron luego para eliminar la sefial no
especifica, los lisatos celulares se analizaron para determinar
la Actividad de LAL usando 4-metilumbelilferil oleato (4-MUO)
como sustrato. La Figura 13 demuestra que la Actividad de LAL
asociada con células enddégenas fue mencr en fibroblastos de
Wolman cuando se compara con NIH-3T3, y el aumento dependiente
de la dosis en la Actividad de LAL se observd en ambos tipos de
células después de 1la incubacidén con LAL derivado de aves

transgénicas (Fig. 13).

Leucocitos

Los leucocitos séricos mononucleares se obtuvieron
pacientes con deficiencia de LAL antes y después de la
administracidn. Las muestras de sangre se almacenaron sin
pérdida de actividad enzimdtica. Los leucocitos moncnucleares
(linfocitos) se almacenaron a partir de sangre usando una
preparacidén de Ficoll y ditrizoato de sodio. 4-8 ml de sangre,
diluida previamente con 1:1 con solucidén salina balanceada de
Hanks, se estratificaron sobre 3 ml de Ficoll-Paque vy se
centrifugaron. El anillo de células mononucleares se aspird y
se lavé una vez con solucidén de Hanks, a continuacidédn por 1lo
menos dos veces re-suspendiendo el pellet en 1-2 ml de agua.

Los pellets se congelaron a -20°C antes de usar. Antes de
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analizar, los pellets se descongelaron, se suspendieron
nuevamente en agua destilada se sonicaron sobre hielo. La
preparacidén a continuacidén se centrifugd 20.000 x g durante 15
min a 4 °C. El sobrenadante (que contiene 0,5-1,5 mg de
proteina/ml) se mantuvo sobre hielo, antes del andlisis.

El sustrato para el andlisis de Lipasa &cida se prepard
agregando 1 ml de 4MUO (4-metilumbelilferil oleato) 10 mM en
hexano a 1 ml de L-oa-fosfoatidilcolina 16 mM en CHCI;. Los
solventes se evaporaron bajo N, y se agregaron 25 ml de acido
taurodesoxicdlico (sal de sodio) 2,4 mM en agua. La mezcla se
sonicd sobre hielo durante 1-2 min a 30-40 W. Antes del
ensayo, se diluyé 1 vol de stock de sustrato con 7 vol de
buffer de acetato de sodio/ &cido acético 200 mM (pH 4,0). Cada
cubeta de reaccién de 2 ml contenia 100 nmol de 4-
metilumbelilferil oleato, 160 nmol de L-oa-fosfoatidilcolina vy
600 nmol de taurodesoxicolato de sodio.

La reaccidén se inicié agregando 5-100 ulL de enzima y se
monitoreé a 37°C wusando un espectrofotofluorimetro. La
descomposicidén de 4MUO se detectd, por ejemplo, por excitacidn
a alrededor de 360 nm y emisién a alrededor de 460 nm del
fluordforo liberado, 4-metilumbeliferona (4MU). El cambio en

la fluorescencia con tiempo se registréd.

Ejemplo 12

Anédlisis In Vivo de LAL humano recombinante (SBC-102)

Se trataron Ratas de Yoshida con deficiencia de LAL (es
decir, Homozygous) (ver Kuriyama et al. (1990), Journal de
Lipid Research, vol. 31, p 1605-1611; Nakagawa et al., (1995)
Journal de Lipid Research, vol. 36, p 2212-2218; y Yoshida vy
Kuriyama (1990) Laboratory Animal Science, vol. 40, p 486-489)
con SBC-102 (5 mg/kg, IV) o placebo, una vez por semana durante
cuatro semanas comenzando a las cuatro semanas de vida. Para
cada administracién el SBC-102 se inyectd en la vena de la cola

de las ratas en dos dosis iguales (2,5 mg/kg) con 30 minutos de
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separacién. Las ratas y controles tipo salvaje agrupados por
edad se examinaron una vez por semana después de la dosis
final. Los andlisis se réalizaron por triplicado.

El examen patoldgico general de los animales tratados con
SBC-102 demostrd normalizacidn en el color del higado ademis de
reduccidén en el tamafio del érgano. Las ratas tratadas con SBC-
102 mostraron histologia hepdtica esencialmente normal en
marcado contraste con la acumulacidén sustancial de macréfagos
espumosos animales tratados con vehiculo. Los niveles de
alanina sérica y aspartato transferasa, que son elevados en
ratas LAL-/-, también se redujeron en ratas tratadas con SBC-
102.

La masa de los ¢drganos y tejidos internos se determind
para cada rata y los datos se muestran en la Fig. 14. El
tamarfio del o&érgano estd representado por porcentaje de peso
corporal determinado a las 8 semanas de vida, en ratas LAL-/- y
ratas LAL+/+ luego de la administracién semanal de vehiculo o
SBC-102 a 5 mg/kg durante 4 semanas.

El peso corporal de ratas de Yoshida tratadas con SBC-102
o vehiculo se compararon con ratas tipo salvaje, como se
muestra en la FIG. 15. E1l SBC-102 (5 mg/kg) o vehiculo se
administrd por inyeccidén IV ya sea como dosis Unica o en dosis
separadas (dadas dentro de un periodo de 4 horas) a ratas LAL™/"

Las ratas LAL+/+ se agruparon por como controles.

Ejemplo 13
Analisis de Triglicéridos

El anadlisis de triglicéridos se realizé en el tejido de
higado y tipo de animales tipo salvaje, tratados con placebo
homécigo y SBC-102 homécigo. Los analisis de triglicéridos se
realizaron wusando metodologias estéandar (es decir, MBL
International’s Triglicérido Quantification Kit Catalog # JM-

K622-100) y se realizaron por triplicado.

O
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Tabla 6: Niveles de Triglicéridos en el Higado y Bazo en ratas

tipo salvaje y con deficiencia de LAL

Triglicérido (ug/mg de tejido
humedo)
Tipo SBC-
salvaje | Placebo | 102
(n=3) (n=3) (n=3)
Higado 48 84 57
Bazo 3 22 4

Niveles de Sustrato Hepatico

La Fig. 16 muestra los niveles de colesterol hepatico,
colesteril éster y triglicéridos determinados a las 8 semanas
de vida, en ratas con deficiencia de LAL y WT luego de la
administracién semanal de vehiculo o SBC-102 a 5 mg-kg™*

durante 4 semanas.

Ejemplo 14
Estudio de Respuesta a la Dosis en Ratas

Basados en los estudios realizados anteriormente, los
efectos farmacodindmicos (FD) de un rango de dosis vy
cronogramas de dosificacidén (gw y qow) de LAL (“SBC-102") se
examinaron en ratas LAL ~/~. En estos estudios, el SBC-102 se
administrdé por inyecciones IV a dosificaciones de 0,2, 1, 3 y 5
mg/kg, qow, o 0,35, 1,0 y 5,0 mg/kg, gqw, durante 1 mes,
comenzando a las 4 semanas de vida. Los resultados demuestran
mejoras en el aumento de peso corporal (BW) (Fig. 17),
organomegalia (Fig. 18), y niveles de sustrato de tejidos (Fig.
19). Los niveles de transaminasa sérica también se redujeron a
medida que la dosis de SBC-102 aumentd, alcanzando los niveles

esencialmente de tipo salvaje con dosis més altas.

Ejemplo 15

Farmacocinética de SBC-102
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a. Recoleccidén de muestras

Las muestras de FC se obtuvieron de pacientes adultos que
sufren de inicio tardio de deficiencia de LAL. Los pacientes
recibieron dosis de 0,35 mg/kg durante dos horas. Se
recolectaron muestras de suero el Dia 0 (Dosis 1, Visita 2) y
Dia 21 (Dosis 4, Visita 6) inmediatamente antes de la dosis
(dentroc de 30 minutos de dosificacién); a 10(x1l), 15(1),
20 (1), 40(x2), 60(x2) y 90(x2) minutos durante la infusién
(DI) y al final de 1la infusién (EOI) (aproximadamente 120
minutos desde el comienzo de la infusidn); y a los 5(£1),
10(£1), =20(x1), 30(zx1l), 40(x2), 60(x2) y 120(£2) minutos

después de completer la infusidén (AI).

b. Andlisis enzimdtico en suero

Se descongeld 4- MUO({(4mM) mantenido en freezer a -20°C
en una heladera a 4°C en la oscuridad y se colocd en un
incubador a 25°C durante 1,5 horas en la oscuridad antes de
usar. El estandar se prepare diluyendo SBC-102 comoc product
farmacoldédgico hasta 1,56 ng/ml. Se incluyé un buffer para
valoracién del blanco. Todas las muestras se diluyeron.hasta 50
ng/ml para la primera dilucidén. Los estédndares y las muestras
se colocaron inmediatamente en placas después de hacer las
diluciones. Después de preparer los estdndares y las muestras,
se agregd 62,5 ul de Buffer de Ensayo (0,2 mol/L de acetato de
sodio trihidrato, pH 5,5) a cada pocillo. Se agregaron a cada
pocillo 12,5 uL de estandares y muestra, por duplicado, 4- MUO
(4 mM) se diluydé hasta 1,6x con 4% Triton X-100 y se agregaron
25 ul. por pocillo. La placa de multiples pocillos se golped
suavemente algunas veces para mezclar, se selld herméticamente
y se colocd en un incubador a 37°C durante 30 minutos. Después
de la incubacién, 50 uL de la solucidén de detencidn (0,77M Tris
pH 8,0) se agregd a cada pocillo para llevar a un volumen final
de 150 ulL/pocillo. La placa se colocd en un lector de micro

placas y se midieron los niveles de fluorescencia desde la



93

parte inferior de la placa a la excitacidén de 360nm y emisidn
460 nm.

Como se muestra en las Tablas 7-11, la Cupsx Sérica del 1AL

recombinante administrado a pacientes adultos que sufren de

inicio tardio de deficiencia de LAL osciléd desde

aproximadamente 270 ng/ml hasta 720 ng/ml. La vida media tis.

oscildé desde 7,6 minutos hasta 16,7 minutos y el ti,», promedio

fue de aproximadamente 13 minutos

(desviacidén esténdar,

Tabla 7 |

ID del Visita # Concentracién | Tiempo
Paciente (ng/ml) nominal
(Dosis:

0,35 mg/kg)

Pre-

02-001 2 5,63 infusion
02-001 2 241,88 10 min DI
02-001 2 369,44 15 min DI
02-001 2 369,93 20 min DI
02-001 2 359, 64 40 min DI
02-001 2 294,64 60 min DI
02-001 2 71,85 90 min DI
02-001 2 71,20 EOI
02-001 2 37,95 5 min AI
02-001 2 24,91 10 min AT
02-001 2 14,16 20 min AI
02-001 2 9,76 30 min AT
02-001 2 9,02 40 min AT
02-001 2 7,20 60 min AI
02-001 2 7,51 120 min AI

Cmax = 369,93 ng/ml; ti,,= 16,8 min; LLOQ= 4,68 ng/ml

Tabla 8

ID del Visita # Concentracién | Tiempo
Paciente (ng/ml) nominal
(Dosis:

0,35 mg/kg)

03-001 2 8,23 Pre
03-001 2 199,80 10 min DI
03-001 2 215,10 15 min DI
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03-001 2 228,12 20 min DI
03-001 2 237,25 40 min DI
03-001 2 210,73 60 min DI
03-001 2 262,41 90 min DI
03-001 2 102,39 EOI
03~001 2 52,20 5 min AI
03-001 2 33,75 10 min AT
03-001 2 17,60 20 min AT
03-001 2 12,17 30 min AT
03-001 2 10,82 40 min AT
03-001 2 9,39 60 min AT
03-001 2 8,72 120 min AI

Cmax = 262 ng/ml; ti,,= 15,3 min; LLOQ= 4,68 ng/ml
Tabla 9

ID del Visita # Concentracién | Tiempo
Paciente (ng/ml) nominal
(Dosis:
0,35 mg/kg)

Pre-
03-002 2 < 4,68 infusion
03-002 2 480,55 10 min DI
03-002 2 531,16 15 min DI
03-002 2 613,85 20 min DI
03-002 2 717,75 40 min DI
03-002 2 84,46 60 min DI
03-002 2 54,34 90 min DI
03~002 2 171,41 EOI
03-002 2 87,95 5 min AI
03-002 2 49,70 10 min AI
03-002 2 16,47 20 min AT
03-002 2 11,01 30 min AI
03-002 2 9,76 40 min AI
03-002 2 6,28 60 min AI
03-002 2 5,19 120 min AT

Cmax = 718 ng/ml; ti,,= 10,8 min; LLOQ= 4,68 ng/ml
Tabla 10

ID del Visita # Concentracién | Tiempo
Paciente (ng/ml) nominal

(Dosis:
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0,35 mg/kg)

Pre-
02-001 6 5,12 infusion
02-001 6 249,91 10 min DI
02-001 6 294,37 15 min DI
02-001 6 313,75 20 min DI
02-001 6 330,04 40 min DI
02-001 6 245,48 60 min DI
02-001 6 262,78 90 min DI
02-001 6 81,09 EOI
02-001 6 32,10 5 min AI
02-001 6 20,39 10 min AT
02-001 6 10,74 20 min AT
02-001 6 8,08 30 min AI
02-001 6 6,38 40 min AI
02-001 6 5,82 60 min AT
02-001 6 < 4,68 120 min AI

Cmax = 330 ng/ml; ti,,= 15,3 min; LLOQ= 4,68 ng/ml
Tabla 11

ID del Visita # Concentracién | Tiempo
Paciente (ng/ml) nominal
(Dosis:

0,35 mg/kg)

03-001 . 6 6,63 Pre-infusion
03-001 3 317,45 10 min DI
03-001 6 333,46 15 min DI
03-001 6 310,83 20 min DI
03-001 6 378, 68 40 min DI
03-001 6 234,49 60 min DI
03-001 6 246,07 90 min DI
03-001 6 206,06 EOI
03-001 6 253,80 5 min AI
03-001 6 70,81 10 min AT
03-001 6 24,61 20 min AT
03-001 6 12,32 30 min AI
03-001 6 9,03 40 min AI
03-001 6 7,18 60 min AI
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03-001 © 5,56 120 min AI
Cmax = 379 ng/ml; ty,,= 7,7 min; LLOQ= 4,68 ng/ml

Ejemplo 16
Andlisis de Inmunogenicidad: medicidn de anti-SBC-102

Cada muestra positiva, negativa y desconocida se diluyd
a 1:20 en 5% de leche en polvo en 1x PBS y se incubd a 4°C
durante 12-18 horas en un rotador (500 rpm). Antes del ensayo,
las muestras se centrifugaron a 2000 x g durante 20 minutos vy
el sobrenadante se retirdé a un nuevo tubo de 1,5 ml.

Se diluyé SBC-102 en buffer 1X PBS hasta wuna
concentracién de 0,5 ug/ml, y 100 uL se colocd a cada pocillo
de una placa de ELISA de 96 pocillos. La placa se cubridé con
cubierta adhesiva y se incubd a temperatura ambiente durante 8
horas o hasta la mafiana siguiente a 4°C. Después de la
incubacidén, los pocillos se lavaron tres vecescon buffer de
lavado 1x. Se agregd 200 uL de 5% BSA libre de IgG a cada
pocillo y la placa se selld y se incubd a 4 °C durante 12-18
horas o temperatura ambiente durante 2 horas. Después de la
incubacién, los pocillos se lavaron tres veces con 1x buffer de
lavado, 100 ulL de cada muestra de control, muestra desconocida
y muestra negativa se agregaron a los pocillos por triplicado.
La placa se incubd a temperatura ambiente durante 1,5 horas en
agitador de microplacas (500rpm). Después de la incubacidén, los
pocillos se lavaron tres veces con 1x buffer de lavado. 100 ul
de SBC-102 biotinilado diluido en buffer de dilucidén hasta una
concentracién de 100 ng/ml se agregd a cada pocillo y la placa
se incubdé a temperatura ambiente durante 1,5 horas en un
agitador de microplacas (500 rpm). Después de la incubacién,
los pocillos se lavaron con buffer de lavado 1x. 100 uL del
conjugado de estreptavidina-HRP se diluydé hasta 1:4000 en
buffer de dilucidén se agregd a cada pocillo. La placa se incubd
a temperatura ambiente durante 1,5 hora en un agitador de
microplacas (500 rpm). Después de la incubacién, los pocillos

se lavaron cuatro veces con buffer de lavado 1x, 100 ul de TMB

A
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como sustrato se agregd a cada pocillo y la placa se incubd
durante 15 minutos en la oscuridad. Se agregaron 50 ulL de
solucidén de detencidn (0,5N H,S0y4) a cada pocillo para
interrumpir la reaccidén. Se midid la OD-a 450 nm.

Como se 1indica en la Tabla 12, los pacientes que
recibieron dosis semanales de 0,35 mg/kg de SBC-102 durante 4
semanas no mostraron niveles elevados de anticuerpo anti-SBC-
102, lo que sugiere que la terapia de reemplazo de enzimas con
SBC-102 no genera wuna inmunogenicidad significativa en
pacientes humanos. Estos pacientes no exhibieron ningin evento

adverso o reaccidén relacionada con la infusiédén (IRR).

Tabla 12

oD Desv. Concentracién de
Muestra promedio Est. SBC-102 (ng/ml)
Contr. Neg. 0,056 N/A 0
Contr. Pos. 1 0,076 0,005 15,6
Contr. Pos. 2 0,090 0,003 31,2
Contr. Pos. 3 0,132 0,008 62,5
Contr. Pos. 4 0,201 0,009 125
Contr. Pos. 5 0,349 0,019 250
Contr. Pos. 6 0,635 0,012 500
Contr. Pos. 7 0,958 0,101 1000

19)9) Desv.
ID del Paciente promedio Est.
01-001 Visita 1 0,053 0,000
02-001 Visita 1 0,051 0,000
02-001 Visita 7 0,053 0,002
02-001 Visita 8 0,050 0,001
03-001 Visita 1 0,051 0,001
03-001 Visita 2 0,051 0,001
03-001 visita 7 0,050 0,000
03-002 Visita 1 0,052 0,004
03-002 Visita 2 0,056 0,006
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Ejemplo 17

Tratamiento de enfermedad de Wolman (WD) por administracidn de
LAL recombinante

A las 7 semanas de edad, se admite un paciente mujer en el
hospital debido a su dificultad por aumento de peso y poco
progreso desde el nacimiento. En el examen fisico inicial, la
paciente pesa 3,6 kg (peso de nacimiento 3,7 kg) y es delgada,
con pliegues flojos de piel. El1 abdomen estd distendido, con
hepatomegalia firme de 6 cm y esplenomegalia firme de
aproximadamente 4 <cm. Los nodos linfdticos agrandados se
observan en la ingle y la actividad muscular es débil.

El nivel de hemoglobina inicial es de 9,2 gm, plaquetas
506.000, y gldébulos blancos 11.550. La urindlisis es normal, vy
la frotis de médula ésea revela linfocitos vacuolados vy
numerosas células espumosas. Mediciones quimicas séricas:
lipidos totales 834 mg/100 ml, fosfolipidos 176 mg/100 ml,
triglicéridos 141 mg/100 ml, colesterol 129 mg/100 ml,
bilirrubina 0,3 mg/100 ml, fosfatasa alcalina 9,0 BU

o

, SGOT 90
unidades, SGPT 50 unidades, colinesterasa 20 unidades, urea
nitrogenada 8,3 mg, azlcar en ayunas 45 mg/100 ml. El barrido
de CT del abdomen muestra hepatoesplenomegalia y glandulas
adrenales bilaterales simétricamente agrandadas con
calcificacidn.

El paciente es implantado quirtrgicamente con un puerto de
acceso vascular venoso para la dosificacidén. Después de
conectar el puerto con una maquina de infusidén ambulatoria, se
pretrata el paciente con 1 mg/kg de difenhidramina 20 minutes
antes de la infusidén de LAL recombinante a fin de contrarrestar
las potenciales reacciones anafildcticas por infusidén. Al
paciente se administra luego LAL recombinante a 1 mg/kg en el
curso de 5 horas por infusidén intravenosa. Esta terapia se
repite una vez cada 7 dias de modo indefinido.

Dentro de las dos semanas de administracién, la primera

dosis de LAL recombinante, el paciente se evalua respecto del
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aumento de peso y tamafio de los drganos abdominales clave tal
como se determina por ultrasonido. También se llevan a cabo
resultados de laboratorio del ensayo de actividad de lipasa
dcida lisosomal en el paciente.

Ejemplo 18

Tratamiento de enfermedad de almacenamiento de éster de
colesterilo (CESD) por administracidén de LAL recombinante

Un nifio de 3 afios con una erupcidén abdominal pruritica es
examinado por su pediatra. Después del examen abdominal, el
método observa hepatomegalia y lo confirma por ultrasonio. En
este momento, no se hace diagnosis y el paciente se controla
peridédicamente.

A la edad de 8, se admite en el hospital <con

gastroenteritis. La microscopia déptica de una biopsia de higado

muestra un mayor glucdgeno intracitoplasmdtico y pequefias gotas

de lipidos en los hepatocitos. La microscopia electrdnica
muestra gotas de lipidos ligadas a membrana con pequefios
granulos densos electrénicosﬂ Se realiza una diagnosis de
trabajo de la enfermedad de almacenamiento de glucdgeno de tipo
IITI (enfermedad de DeBrancher), pero la actividad de Debrancher
de fibroblastos de piel es normal.

A la edad de 10, la hepatomegalia persiste y se toma una
segunda biopsia de higado. La microscopia ¢éptica muestra una
arquitectura 1lobular alterada del parénquima hepatico con
hepatocitos distendidos que contienen grédnulos citoplasmaticos
y vacuolas con fibrosis periportal moderada. Se halldé que la
actividad de 1lipasa acida de fibroblastos era del 7% de lo
normal, que confirma la diagnosis de CESD. Las concentraciones
en plasma de colesterol total (TC), triglicéridos (TG),
colesterol de lipoproteina de baja densidad (LDL-C) estan cada
uno por encima del percentilo 95 para cada edad y sexo a 7,51,
3,24 y 5,58 mmol/L, respectivamente, mientras que el colesterol
de lipoproteina de alta densidad en plasma (HDL-C) estd por

debajo del percentilo 5 a 0,47 mmol/L; tiene una hiperlipidemia
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combinada (hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
hipoalfalipoproteinemia e hiperbetalipoproteinemia).

El paciente se implanta quirurgicamente con un puerto de
acceso vascular venoso para dosificacién. Después de conectar
el puerto con una maquina de infusidén ambulatoria, el paciente
se pretrata con 5 mg/kg de difenhidramina 20 minutos antes de
la infusién de LAL recombinante a fin de contrarrestar las
potenciales reacciones de infusidén anafildctica. Al paciente se
administra luego LAL recombinante a 5 mg/kg en el curso de 5
horas por infusién intravenosa. Esta terapia se repitid una vez
cada 14 dias de forma indefinida.

Dentro de las dos semanas de administracién, la primera
dosis de LAL recombinante, el paciente se evalla respecto del
aumento de peso y el tamafio de &6rganos abdominales clave tal
como se determindé por medio de ultrasonido. También se
realizaron resultados de laboratorio que ensayan la actividad
de lipasa acida lisosomal en el paciente.

% * %

Cada ejemplo en la memoria descriptiva que antecede se
provee a modo de explicacién de la invencidén, no como
limitacién de la invenciédn. De hecho, resultard obvio para
aquellas personas con experiencia en el arte gque varias
modificaciones, combinaciones, agregados, eliminaciones vy
variaciones pueden realizarse en la presente invencidén sin
alejarse del alcance y espiritu de la invencidén. Por ejemplo,
las caracteristicas ilustradas o descritas como parte de una
realizacién pueden usarse en otra realizacidn para producir una
realizacién, incluso, adicional. Se pretende que la presente
invencidn cubra dichas modificaciones, combinaciones,
agregados, eliminaciones y variaciones.

Todas las publicaciones, patentes, solicitudes de
patentes, sitios en internet, y numeros de acceso/ secuencias
de la base de datos {incluyendo tanto secuencias de

polinucleétidos como polipéptidos) citadas agqui se incorporen
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aqul a modo de referencia en su totalidad para todo fin hasta
el mismo punto que si cada publicacidén, patente, solicitud de
patente, sitio en internet, o numeros de acceso/ secuencias de
la base de datos individuales se indicaran especifica e

individualmente incorporados a modo de referencia.
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RESUMEN

La presente invencidén provee métodos de tratamiento de la
Deficiencia de LAL que comprenden administrar a un mamifero una
cantidad terapéuticamente efectiva de &cido lipasa lisosomal
con una frecuencia de dosificacidén efectiva. También se
proporcionan métodos para mejorar el crecimiento y la funcién
hepadtica, aumentar la concentracién de LAL en tejidos vy
aumentar la Actividad de LAL en un paciente humano que sufre

Deficiencia de LAL.

WPC20095/ID.238128
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REIVINDICACIONES DIVISIONAL

Una lipasa aislada acida lisosémica humana recombinante (rhLAL) que
contiene glicanos ligados a N unidos a Asn36, Asn101, Asn161, Asn273 y
Asn321, como se describe en la SEQ ID NO: 1, en donde los glicanos
ligados a N comprenden estructuras bi-, tri- y tetra-antenarias con N-
acetilglucosamina (GIcNAc), manosa y/o manosa-6-fosfato (M6P), y en
donde la rhLAL comprende glicanos que contienen M6P en Asn101,
Asn161y Asn273.

La lipasa aislada rhLAL de la reivindicacion 1, en donde la rhLAL no

contiene acido sialico.

La lipasa aislada rhLAL de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en

donde el peso molecular de la rhLAL es aproximadamente 55 kD.

La lipasa aislada rhLAL de cualquiera una de las reivindicaciones 1 a 3, en
donde al actividad especifica de la rhLAL es por lo menos

aproximadamente 100 U/mg.

MGM\MGM\ID-277754\WPC20095
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Industria v Comercio \
SUPERINTENDENCIA

DELEGATURA PARA LA PROPIEDAD INDUSTRIAL
‘ FORMULARIO PARA OTORGAR PODER A ABOGADO
‘ EN LOS TRAMITES DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

|
" 1.  Datos del otorgante

O Persona Natural Persona Juridica

Nombre o denominacién/Razén Social completa(En caso de que haya mas de un solicitante, relacidnese en hoja adjunta

|
} \ SYNAGEVA BIOPHARMA CORP.
|

Nombre del Representante

Nacionalidad/Pals de constitucion Direccion del otorgante |
|
Estado de Delaware, Estados Unidos de América 128 Spring Street, Suite 520, Lexington, |
Massachusetts 02421, Estados Unidos de
‘ Ameérica
\ Direccion Electronica No. Fax Numero Telefénico
i clientes@cavelier.com 2118650 3473611
| 2. Datos del Apoderado
'i Principal 35.456.344 23.555
| | Luz Clemencia Suarez de Paez
| Primer Suplente
‘ Jorge Chavarro Aristizabal 16.209.330 40.119
\ Segundo Suplente
| | Oscar Correa Barbosa 79.524.634 71.027
| ‘ Tercer Suplente
Edna Darmely Sarmiento Charry 52.006.265 65.794
‘ Apellidos y Nombre Documento de Identificacion T.P.(s6lo abogados Profesionales)
Nacionalidad/Pais de constitucién [ Direccion del Apoderado
Colombiana i Carrera 4 No. 72-35, Bogota, Colombia
Direccion Electronica " No. Fax Numero Telefénico
| |
cavelier@cavelier.com lr 2118650 | 3473611 !
uAutorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que. todas las comunicaciones sean
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enviadas a través de la direccion de correo electronico.

Mediante el presente documento, la persona indicada en el punto 1 de este documento nombra a las personas
que se identifican en el punto 2 como sus apoderados en los términos del articulo 66 del Cadigo de
Procedimiento Civil, para las actuaciones que se relacionan a continuacion.

3. Actuaciones en cuestion:
Este poder concierne:
Todas las solicitudes y/o registros actuales y futuros del otorgante.

O La(s)siguiente(s)solicitud(es)y/o registro(s):

NOMBRE NUMERO DE SOLICITUD O REGISTRO

Nota: Si el espacio anterior no es suficiente, por favor relacione las actuaciones en hoja
anexa.

| 4. Alcance del poder:

Confiero expresamente al (los) apoderado(s) todas las facultades legales para que
represente mi(s) interes(es) en la(s) actuacion(es) sefialada(s) en el punto 3 de este
documento, incluyendo:

Desistir de la{s)solicitud(es) y de la demas actuaciones

Renunciar a los derechos del registro de signos distintivos o de nuevas creaciones
Transigir

Recibir

Conciliar

Ratificar los actos de agentes oficiosos

PI00-FO6 vrl (2012-04-19)
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5. Firma
&lﬂ \ Q{l_;‘((/\ ;V‘i—l;{ 2 ¢ _‘?}g_‘;_)—ng;:/t; 2 _,(Z?EEL{{' =
Nombre del Firmante LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
(Signer’s na Firma del Apoderado
l _
-0 4 S
/ sl o 1 5
! Firma (signature) TP No. 23.555 FHEXNIIOS)
Tarjeta Profesional
MNpein 79 , 2013
Fecha (Date)

WFC20095\D-238131
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