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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
“FORMULAGCOES, SEU USO E ARTIGO DE MANUFATURA”
REFERENCIA CRUZADA PARA Os PEDIDOS RELACIONADOS

[001] Este pedido reivindica o beneficio de prioridade do Pedido
de Patente Provisério US 61/553,916, depositado em 31 de outubro de
2011, cuja divulgacédo é integralmente incorporada ao presente pela
referéncia.

CAMPO DA INVENCAO

[002] Séao fornecidas formulagdes compreendendo um anticorpo
anti-IL-13, incluindo formulacdes farmacéuticas e métodos de utilizagao
de tais formulagdes.

LISTA DE SEQUENCIAS

[003] O presente pedido contém uma lista de sequéncias que foi
submetida no formato ASCII via EFS-Web e que esta integralmente
incorporada a presente pela referéncia. A referida copia ASCII, criada
em 4 de outubro de 2012 € nomeada P4786R1W.ixt e tem 22.776 bytes
de tamanho.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[004] A interleucina (IL-)13 € uma citoquina pleiotrépica de células
T auxiliares (helper) da subclasse 2 (Th2). Foi postulado que a IL13
pode desempenhar um papel mais importante do que as outras citocinas
Th2 nas funcgbes efetoras associadas com os sintomas da asma (Corry,
Curr. Opin. Immunol, 11: 610 (1999)). Anticorpos humanizados anti-IL-
13 foram descritos. Vide, por exemplo, a publicacdo Internacional
2005/062967. Um anticorpo anti-IL13 especifico, o lebrikizumab, foi
clinicamente investigado para o tratamento de pacientes com asma mal
controlada. Alguns destes resultados foram descritos em Corren et al.,
N Engl J Med 365 (12) :1088-98 (2011).

[005] Pelo fato de proteinas, incluindo anticorpos, serem maiores

e mais complexas do que as drogas organicas e inorganicas tradicionais
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(por exemplo, as que possuem multiplos grupos funcionais além de
estruturas tridimensionais complexas), a formulagéo de tais proteinas
apresenta problemas especiais. Por que uma proteina permaneca
biologicamente ativa, uma formulagdo deve preservar intacta a
integridade de conformagdo de pelo menos uma sequéncia central dos
aminoacidos da proteina e, ao mesmo tempo, proteger da degradagéo
os multiplos grupos funcionais da proteina. As vias da degradagao de
proteinas podem envolver a instabilidade quimica (por exemplo,
qualquer processo que envolva a modificacdo da proteina pela
formacgao de ligagdo ou clivagem, resultando em uma nova entidade
quimica) ou instabilidade fisica (por exemplo, alteragdes na estrutura de
ordem superior da proteina). A instabilidade quimica pode resultar a
partir da desamidacdo, racemizacao, hidrélise, oxidagdo, beta
eliminagao ou troca de dissulfeto. A instabilidade fisica pode resultar da
desnaturacéo, agregacgao, precipitagdo ou adsorgao, por exemplo. As
trés vias de degradagao de proteinas mais comuns sao; agregacao,
desamidacao e oxidacao da proteina. Cleland et al Critical Reviews in
Therapeutic Drug Carrier Systems 10(4): 307-377 (1993).

[006] As formulacdes liquidas de anticorpos em alta concentragao
(por exemplo, > 100 mg/mL) sdo desejaveis, por exemplo, para as vias
de administracao terapéutica ou para aplicagdes terapéuticas em que
sao aconselhaveis pequenos volumes de medicamento, por exemplo,
na injecdo subcutanea. As formulagcbes de anticorpos de alta
concentragao, no entanto, colocam varios desafios e problemas. Um
dos problemas ¢é a instabilidade devido a formagao de particulas. Com
formulacbes liquidas reconstituidas, este problema tem sido tratado
pelo uso de tensoativos (por exemplo, um polissorbato), mas acredita-
se que os tensoativos sao muitas vezes inadequados para formulacbes
liquidas, pois requerem um dificil processamento adicional. Além disso,

tensoativos ainda ndo reduzem o aumento da viscosidade causada
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como resultado de numerosas interagdes intermoleculares da natureza
macromolecular dos anticorpos.

[007] Embora tenha sido demonstrado que os tensoativos
reduzem significativamente o grau de formacdo de particulas de
proteinas, eles ndo abordam o problema do aumento da viscosidade
que dificulta a manipulacdo e administracdo das formulacdes de
anticorpos concentrados. Os anticorpos tendem a formar solugdes
viscosas quando em alta concentragdo devido a sua natureza
macromolecular e o potencial de interagdes intermoleculares. Além
disso, acucares farmaceuticamente aceitaveis sdo muitas vezes
utilizados como estabilizantes. Tais acucares podem melhorar as
interacdes intermoleculares, aumentando assim a viscosidade da
formulacéo. As formulagdes altamente viscosas sao dificeis de fabricar,
de serem extraidas para uma seringa e de serem injetadas
subcutaneamente. O uso da forca na manipulagdo das formulagdes
viscosas leva a formacado excessiva de espuma, o que pode levar a
desnaturacgéao e inativagcao de produtos biologicos ativos.

[008] Algumas formulagdes de anticorpos de alta concentragao ja
foram descritas. Vide, por exemplo, as Publicagdes Internacionais n°s
2006/065746 e 2002/30463. Estas publicagdbes nao descrevem
especificamente alta concentragao de anticorpos anti-1L13.

[009] Seria altamente vantajoso dispor de formulagdes que
contenham um anticorpo anti-IL-13 com estabilidade prolongada e baixa
viscosidade em altas concentragdes de anticorpo. As formulagdes em
alta concentragdo de anticorpo possuindo tais propriedades seriam
altamente vantajosas para determinadas vias de administracdo, por
exemplo, para a administracao subcutanea. As formulacdes fornecidas
na presente invengdo atendem estas necessidades e proporcionam
outros beneficios uteis.

[010] Todas as referéncias citadas no presente, incluindo patentes
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e publicagdes, sado integralmente incorporadas ao presente pela
referéncia em sua totalidade para qualquer finalidade.
DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

[011] As composi¢des da invencio sdo baseadas, pelo menos em
parte, na constatagcdo de que o anticorpo anti-IL13 aqui descrito, o
lebrikizumab, pode ser formulado em altas concentragbes (> 100
mg/mL) em um tampao histidina contendo poliol e tensoativo e que tal
formulacdo em alta concentracdo de anticorpo é de baixa viscosidade,
possuindo uma estabilidade fisica e quimica prolongada e retém a
poténcia. As composicdes ou formulagcdes da invencéo sao uteis para,
por exemplo, tratar a asma e outras doengas pulmonares como a fibrose
pulmonar idiopatica e determinadas doencgas alérgicas, autoimunes e
outros disturbios inflamatérios. Além disso, esta formulagcdo pode ser
embalada em dispositivos para a administracdo subcutanea, tal como
descrito no presente, com a manutencgao, por exemplo, da estabilidade
do produto e de outros atributos desejaveis.

[012] Consequentemente, em um aspecto da invengao, €
fornecida uma formulagcdo que compreende um anticorpo anti-IL13. Em
determinados exemplos de realizagc&do, a concentragdo do anticorpo na
formulacéo é de pelo menos 100 mg/mL e a viscosidade da formulacao
é inferior a 15 centipoise (cP) a 25 °C. Em outro exemplo de realizagao,
o anticorpo anti-IL13 compreende trés CDRs de cadeia pesada; CDR-
H1 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, CDR-H2
possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, e CDR-H3
possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e trés CDRs
de cadeia leve; CDR-L1 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 4, CDR-L2 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 5, e CDR-L3 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6. Em um exemplo de realizagao, o anticorpo anti-IL13 compreende

uma regido variavel de cadeia pesada possuindo a sequéncia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 7. Em um exemplo de realizagdo, o
anticorpo anti-IL13 compreende uma regido variavel de cadeia leve
possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. Em um
exemplo de realizagédo, o anticorpo anti-IL13 compreende uma cadeia
pesada possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. Em
um exemplo de realizagdo, o anticorpo anti-IL13 compreende uma
cadeia leve possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14.
Em um exemplo de realizagéo, o anticorpo anti-IL13 compreende uma
regidao variavel de cadeia pesada possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 7, e uma regido variavel de cadeia leve
possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. Em um
exemplo de realizac&o, o anticorpo anti-IL13 compreende uma cadeia
pesada possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, e
uma cadeia leve possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
14. Em um exemplo de realizacido, a concentragao de anticorpo € de
125 mg/mL. Em um exemplo de realizagao, a concentragdo de anticorpo
€ de 150 mg/mL.

[013] Em outro aspecto, a formulagcdo compreende o tampao
acetato de histidina, pH 5,4 a 6,0, e a concentracdo de acetato de
histidina no tampao esta entre 5 mM e 40 mM. Em determinados
exemplos de realizacdo, a formulagdo compreende um poliol e um
tensoativo e a concentragao do poliol na formulagéo esta entre 100 mM
e 200 mM e a concentracao de tensoativo na formulacdo esta entre
0,01% e 0,1%. Em determinados exemplos de realizacédo, o poliol é
sacarose e o tensoativo é polissorbato 20. Em determinados exemplos
de realizagdo, o tampao acetato de histidina é de pH 5,7 e a
concentracdo de acetato de histidina no tampao € de 20 mM, e a
concentracdo de sacarose na formulacdo é de 175 mM e a
concentragao de polissorbato 20 é de 0,03%. Em um exemplo de

realizagdo, a concentracao de anticorpo é de 125 mg/mL ou 150 mg/mL.
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Em um exemplo de realizagdo, o anticorpo anti-IL13 compreende trés
CDRs de cadeia pesada; CDR-H1 possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1, CDR-H2 possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, e CDR-H3 possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e trés CDRs de cadeia leve; CDR-L1
possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4, CDR-L2
possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, e CDR-L3
possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

[014] Em outro aspecto, a formulagdo compreende um anticorpo
anti-IL13 em um tampao acetato de histidina, pH 5,4 a 6,0, e a
concentracdo de acetato de histidina no tampao estd compreendida
entre 5 mM e 40 mM e a concentracao de anticorpo na formulagao é de
pelo menos 100 mg/mL. Em determinados exemplos de realizagdo, a
formulacdo compreende ainda um poliol e um tensoativo e a
concentracao do poliol na formulagao esta entre 100 mM e 200 mM e a
concentracao de tensoativo na formulacao esta entre 0,01% € 0,1%. Em
um exemplo de realizacdo, o poliol é sacarose e o tensoativo é
polissorbato 20. Em um exemplo de realizacdo, o tampao acetato de
histidina € pH 5,7 e a concentracdo de acetato de histidina no tampao é
de 20 mM, e a concentracido de sacarose na formulacéo é de 175 mM
e a concentragao de polissorbato 20 é de 0,03%. Em um exemplo de
realizacdo, o anticorpo anti-IL13 compreende trés CDRs de cadeia
pesada; CDR-H1 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1, CDR-H2 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
2, e CDR-H3 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3,
e trés CDRs de cadeia leve; CDR-L1 possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4, CDR-L2 possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 5, e CDR-L3 possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6. Em um exemplo de realizacéo, o

anticorpo anti-IL13 compreende uma regido variavel de cadeia pesada
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possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7. Em um
exemplo de realizagéo, o anticorpo anti-IL13 compreende uma regido
variavel de cadeia leve possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 9. Em um exemplo de realizacdo, o anticorpo anti-IL13
compreende uma cadeia pesada possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10. Em um exemplo de realizacao, o
anticorpo anti-IL13 compreende uma cadeia leve possuindo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. Em um exemplo de
realizagdo, o anticorpo anti-IL13 compreende uma regido variavel de
cadeia pesada possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
7, € uma regido variavel de cadeia leve possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9. Em um exemplo de realizagdo, o
anticorpo anti-IL13 compreende uma cadeia pesada possuindo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, e uma cadeia leve
possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. Em um
exemplo de realizacao, a formulagao tem uma viscosidade inferior a 15
centipoise (cP) a 25 °C. Em um exemplo de realizagdo, a concentragao
de anticorpo é de 125 mg/mL. Em um exemplo de realizagdo, a
concentragao de anticorpo é de 150 mg/mL.

[015] Em outro aspecto, é fornecida uma formulacdo que
compreende um anticorpo anti-IL13 possuindo estabilidade prolongada.
Em determinados exemplos de realizagao, a concentragao do anticorpo
€ de pelo menos 100 mg/mL e a viscosidade da formulacéao é inferior a
15 centipoise (cP) a 25 °C. Em um exemplo de realizagcéo, o anticorpo
anti-IL13 é estavel durante pelo menos um ano a 5 °C. Em um exemplo
de realizagao, o anticorpo anti-IL13 é estavel durante pelo menos dois
anos a 5 °C. Em um exemplo de realizagdo, o anticorpo anti-IL13 é
estavel durante trés anos a 5 °C. Em um exemplo de realizagéo, o
anticorpo anti-IL13 é estavel durante pelo menos quatro semanas a 25

°C, ou pelo menos 8 semanas a 25 °C, ou pelo menos 12 semanas a 25

Peticaio 870200114486, de 10/09/2020, pég. 13/104



8/88

°C, ou durante 26 semanas a 4 °C. Em um exemplo de realizagao, a
formulacdo compreende o tampé&o acetato de histidina, pH 5,4 a 6,0, e
a concentragao de acetato de histidina no tampao esta entre 5 mM e 40
mM. Em um exemplo de realizacdo, a formulagcdo compreende ainda
um poliol e um tensoativo e a concentracao do poliol na formulacéo esta
entre 100 mM e 200 mM e a concentracao de tensoativo na formulacao
esta entre 0,01% e 0,1%. Em um exemplo de realizacdo, o poliol é
sacarose e o tensoativo é polissorbato 20. Em um exemplo de
realizacao, o tampao acetato de histidina é pH 5,7 e a concentracio de
acetato de histidina no tampdo é de 20 mM, e a concentracdo de
sacarose na formulagao € de 175 mM e a concentracao de polissorbato
20 é de 0,03%. Em um exemplo de realizagdo, a concentracdo de
anticorpo € de 125 mg/mL ou 150 mg/mL. Em um exemplo de
realizacdo, o anticorpo anti-IL13 compreende trés CDRs de cadeia
pesada; CDR-H1 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1, CDR-H2 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
2, e CDR-H3 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3,
e trés CDRs de cadeia leve; CDR-L1 possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4, CDR-L2 possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 5, e CDR-L3 possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

[016] Ainda em outro aspecto, é fornecida uma formulacao
compreendendo um anticorpo anti-IL13 possuindo estabilidade
prolongada em tampao acetato de histidina 20 mM, pH 5,7, sacarose
175 mM, 0,03% de polissorbato 20. Em um exemplo de realizagao, a
concentragao de anticorpo na formulagdo é de 125 mg/mL e a
viscosidade da formulagao é inferior a 15 centipoise (cP) a 25 °C. Em
um exemplo de realizacéo, a concentragao de anticorpo na formulacao
€ de 150 mg/mL e a viscosidade da formulagao é inferior a 15 centipoise

(cP) a 25 °C. Em um exemplo de realizagdo, o anticorpo anti-IL13
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compreende trés CDRs de cadeia pesada; CDR-H1 possuindo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, CDR-H2 possuindo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, e CDR-H3 possuindo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e trés CDRs de cadeia
leve; CDR-L1 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
4, CDR-L2 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, e
CDR-L3 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6. Em
um exemplo de realizagdo, o anticorpo anti-IL13 compreende uma
regidao variavel de cadeia pesada possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 7, e uma regido variavel de cadeia leve
possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. Em um
exemplo de realizagcéo, o anticorpo anti-IL13 compreende uma cadeia
pesada possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, e
uma cadeia leve possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
14.

[017] Ainda em outro aspecto, é fornecido um artigo manufaturado
compreendendo um dispositivo de administracdo subcutdnea. Em
determinados exemplos de realizacdo, o dispositivo de administracao
subcutanea entrega a um paciente uma dose fixa de um anticorpo anti-
IL13. Em um exemplo de realizagdo, a dose fixa é de 37,5 mg de
anticorpo anti-IL13. Em um exemplo de realizagao, a dose fixa é de 75
mg de anticorpo anti-IL13. Em um exemplo de realizacao, a dose fixa é
de 125 mg de anticorpo anti-IL13. Em um exemplo de realizagdo, a dose
fixa € de 150 mg de anticorpo anti-IL13. Em determinados exemplos de
realizacéo, o anticorpo anti-IL13 é o lebrikizumab. O anticorpo anti-IL 13
no dispositivo de administragao subcutanea é formulado em um tampao
com outros excipientes, tal como descrito acima de modo que ele é
fornecido em uma formulacdo farmacéutica estavel. Em certos
exemplos de realizagao, o dispositivo de administracdo subcutanea é

uma seringa pré-carregada compreendendo um cilindro de vidro, uma
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haste de Embolo que compreende um émbolo e uma agulha. Em certos
exemplos de realizagdo, o dispositivo de administragdo subcutanea
compreende ainda uma protecdo da agulha e, opcionalmente, um
dispositivo que protege a agulha. Em determinados exemplos de
realizagéo, o volume da formulagdo contida na seringa pré-carregada é
de 0,3 mL, 1 mL, 1,5 mL ou 2,0 mL. Em certos exemplos de realizacao,
a agulha € uma agulha incorporada que compreende uma ponta com
bisel trifacetado ou uma ponta com bisel de 5 facetas. Em determinados
exemplos de realizagdo, a agulha é de calibre (gauge - G) 25G e 30G e
tem entre 1/2 polegada de comprimento e 5/8 polegadas de
comprimento. Em um exemplo de realizagdo, o dispositivo de
administracdo subcutdanea compreende uma seringa de 1,0 mL de vidro
borosilicato com baixo teor de tungsténio (tipo ) pré-carregada e uma
agulha incorporada de ago inoxidavel com bisel de 5 facetas, calibre de
27G 1/2 polegada de comprimento de parede fina. Em alguns exemplos
de realizagao, o dispositivo de administragdo subcutanea compreende
um protetor de agulha rigido. Em certos exemplos de realizacéo, o
protetor de agulha rigido compreende uma formulagao de borracha com
baixo teor de zinco. Em um exemplo de realizagao, a prote¢ao de agulha
€ rigida e compreende um componente elastomérico, FM27/0, e um
protetor rigido de polipropileno. Em certos exemplos de realizacéo, a
haste do émbolo compreende um émbolo de borracha. Em alguns
exemplos de realizacdo, o émbolo de borracha compreende borracha
4023/50 e revestimento de FluroTec® etileno-tetrafluoroetileno (ETFE).
Em certos exemplos de realizagdo, o dispositivo de administragao
subcutanea compreende um dispositivo de seguranga para a agulha.
Dispositivos de segurancga para a agulha exemplares incluem, mas nao
estdo limitados a, Ultrasafe Passive® Needle Guard X100L (Safety
Syringes, Inc.) e Rexam Safe n Sound® (Rexam).

[018] Ainda em outro aspecto, € fornecido um método para tratar
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a asma em um paciente. Em determinados exemplos de realizacéo, o
método compreende a administracdo de uma quantidade eficaz de
qualquer uma das formulagdes referidas acima. Em certos exemplos de
realizacdo, a quantidade eficaz € de 0,3 mL, meio mL, um mL ou dois
mL, ou cerca de 0,3 mL, cerca de meio mL, cerca de um mL ou cerca
de dois mL. Em outro aspecto, é fornecido um método de tratamento da
fibrose pulmonar idiopatica em um paciente. Em determinados
exemplos de realizacdo, o método compreende a administracido de uma
quantidade eficaz de qualquer uma das formulacdes referidas acima.
Em certos exemplos de realizacéo, a quantidade eficaz € de meio mL,
um mL ou dois mL, ou aproximadamente meio mL, aproximadamente
um mL ou aproximadamente dois mL.

[019] Ainda em outro aspecto, sdo fornecidos métodos de
administracdo subcutdnea e uma formulacdo que compreende o
anticorpo anti-IL13. Tais métodos compreendem a administragao
subcutanea de qualquer uma das formulagdes de anticorpos anti-IL13
descritos acima. Em certos exemplos de realizacdo, os métodos
compreendem um dispositivo de administracao subcutadnea de acordo
com qualquer um dos dispositivos descritos acima.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[020] A Figura 1 exibe a taxa de degradacdo de mondémero de
anticorpo anti-IL13 por semana, em fungao do pH, conforme descrito no
Exemplo 1.

[021] A Figura 2 mostra o aumento da turbidez em solucéo a 350
nm de solugbdes de anticorpo anti-IL13 em fungcdo do pH durante o
armazenamento a 30 °C, conforme descrito no Exemplo 1.

[022] A Figura 3 exibe as alteragcdes em fragmentos soluveis de
baixo peso molecular (LMW) e agregados de alto peso molecular
(HMW) mensurados por CE-SDS ndo redutora durante o

armazenamento a 30 °C em fungcdo do pH, conforme descrito no
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Exemplo 1.

[023] A Figura 4 exibe taxas de formacé&o de variantes acidos (AV)
e variantes basicos (pico 1) (BV) a 30 °C em fungao do pH, conforme
descrito no Exemplo 1. A taxa de formacao de variante € expressa como
%/semana mostrada no eixo vertical.

[024] A Figura 5 mostra as taxas de formagao de variante basico
(pico 2) (BV2) e a perda do pico principal (MP) a 30 °C em fungéo do
pH, conforme descrito no Exemplo 1. A taxa de formacao de variante é
expressa como %/semana mostrada no eixo vertical.

[025] A Figura 6 mostra uma caracterizagao reoldgica do anticorpo
anti-IL13 como uma fungao da concentracao de anticorpo e do pH da
solucdo conforme descrito no Exemplo 1. A viscosidade da solugao é
expressa em centipoise (cP) a 25 °C mostrada no eixo vertical.

[026] A Figura 7 exibe uma caracterizagao reologica de anticorpos
monoclonais diferentes ao longo de um amplo intervalo de
concentracdes conforme descrito no Exemplo 1. A viscosidade da
solugao € expressa em centipoise (cP) a 25 °C mostrada no eixo vertical.
[027] A Figura 8 mostra a quantificagdo da aparéncia visual de
solucdes de anticorpo anti-IL13 e anti-CD20 em fungao da concentracao
usando nefelometria a 90 graus conforme descrito no Exemplo 1.

[028] A Figura 9 exibe medicdes da turbidez (A350) para solugdes
com anticorpo anti-IL13 e anti-CD20 em funcdo da concentragdao de
mAb conforme descrito no Exemplo 1.

[029] A Figura 10 exibe a turbidez da solugao de anticorpo anti-
IL13 em funcéo da concentracdo e pH, conforme descrito no Exemplo
1.

[030] A Figura 11 exibe a contagem de particulas subvisiveis em
solugdes com anticorpo anti-IL13 e anti-CD20 em fungdo da
concentragao de mAb conforme descrito no Exemplo 1.

[031] A Figura 12 exibe medicdes de nefelometria, turbidimetria, e
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disperséao de luz estatica de de uma solugao de 125 mg/mL de anticorpo
anti-IL13 conforme descrito no Exemplo 1.

[032] A Figura 13 resume a dependéncia de temperatura na
opalescéncia da solugao em diferentes condi¢des de pH para a solugédo
de anticorpo anti-IL13 a 125 mg/mL e a 204 mg/mL conforme descrito
no Exemplo 1.

[033] A Figura 14 resume os picos de transi¢ao de fusédo térmica
observados para dois picos parcialmente resolvidos na DSC capilar em
funcdo da composicdo da formulacdo anti-IL13 e do pH da solucdo
conforme descrito no Exemplo 1.

[034] A Figura 15 resume as medi¢cbes do segundo coeficiente
virial osmotico (B2), para o anticorpo anti-IL13 em funcdo do pH da
solucdo com amostras em tampdes simples conforme indicado e
mensurado a partir de 0,1-1,0 mg/mL, conforme descrito no Exemplo 1.
[035] A Figura 16 exibe as medi¢cbes do segundo coeficiente virial
osmotico para o anticorpo anti-IL13 em fungdo da composicdo da
formulacdo e do pH em um intervalo de 1,0-10 mg/mL, conforme
descrito no Exemplo 1.

[036] A Figura 17 mostra a intensidade da dispersao de luz estatica
mensurada em funcdo da concentracdo para cada um dos anticorpos
anti-IL13 e anti-CD20 em comparagdo com o modelo de esfera rigida
(HS), tal como descrito no Exemplo 1.

[037] A Figura 18 exibe os dados de dispersao de luz estatica para
anticorpos anti-IL13 em funcdo do pH da formulagdo representados
como pesos moleculares aparentes observados em concentragbes de
até 200 mg/mL conforme descrito no Exemplo 1.

[038] A Figura 19 exibe os pesos moleculares aparentes de
anticorpos anti-IL13 e anti-CD20 em solugdo em concentragcdes
elevadas de até 200 mg/mL conforme descrito no Exemplo 1.

[039] A Figura 20 exibe a medi¢ao do viscosidade cisalhamento
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para o anti-IL13 e anti-CD20 sob as respectivas condi¢cdes de
formulacdo a 25 °C, conforme descrito no Exemplo 1.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[040] A menos que definido de outra forma, os termos técnicos e
cientificos utilizados no presente tém o mesmo significado que é
comumente compreendido por um técnico habil no assunto ao qual esta
invencdo pertence. Singleton et al. “Dictionary of Microbiology and
Molecular Biology” 2 Ed., J. Wiley & Sons (Nova lorque, NY, 1994), e
March, “Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and
Structure” 42 Ed. John Wiley & Sons (Nova York, NY, 1992), fornecem
para um técnico habil no assunto um guia geral para muitos dos termos
utilizados no presente pedido.

ALGUMAS DEFINICOES

[041] Para os propositos de interpretacdo deste relatério
descritivo, as seguintes definicbes serdo aplicadas e, sempre que
necessario, os termos usados na forma singular também incluirdo o
plural e vice-versa. No caso de qualquer definicido estabelecida abaixo
conflitar com qualquer documento incorporado ao presente pela
referéncia, a definicdo definida abaixo prevalecera.

[042] Tal como utilizado no relatério descritivo e nas reivindicagdes
anexas, as formas singulares “um, uma” e “o0, a” abrangem os referentes
no plural, a menos que o contexto expresse claramente de outra
maneira. Assim, por exemplo, a referéncia a “uma proteina” ou “um
anticorpo” inclui uma pluralidade de proteinas ou anticorpos,
respectivamente, e a referéncia a “uma célula” inclui misturas de células,
e similares.

[043] O termo “formulagcdo farmacéutica” refere-se a uma
preparagcao que esta em uma forma que permita que a atividade
biolégica do ingrediente ativo seja eficaz, e que nao contenha

componentes adicionais que s&o inaceitavelmente toxicos para um
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individuo ao qual a formulagdo deveria ser administrada. Tais
formulagcbes sdo estéreis. E excipientes (veiculos, aditivos)
“farmaceuticamente aceitaveis” sdo aqueles que podem ser
administrados razoavelmente a um sujeito mamifero para fornecer uma
dose eficaz do ingrediente ativo empregado.

[044] Uma formulacdo “estéril” € asséptica ou livre de todos os
MiCro-organismos Vivos e seus esporos.

[045] Uma formulagdo “congelada” € aquela em uma temperatura
abaixo de 0 °C. Geralmente, a formulagdo congelada ndo é congelada
a seco, nem € submetida a liofilizagdo anterior ou subsequente. Em
determinados exemplos de realizagdo, a formulagdo congelada
compreende a substancia farmaco congelada para armazenamento (em
tanque de acgo inoxidavel) ou produto farmaco congelado (na
configuragao final de ampola).

[046] Uma formulagdo “estavel” é aquela em que a proteina
presente nela essencialmente retém sua estabilidade fisica e/ou
estabilidade biolégica quando submetida ao armazenamento. Em
alguns exemplos de realizacdo, a formulacao essencialmente retém sua
estabilidade fisica e quimica, assim como sua atividade bioldgica
quando submetida ao armazenamento. O periodo de armazenamento é
geralmente selecionado com base na vida util (prazo de validade)
desejada da formulacéo.

[047] Conforme utilizado no presente, uma formulagdo com
“estabilidade prolongada” significa aquela em que a proteina retém
essencialmente a sua estabilidade fisica, estabilidade quimica e
atividade biolégica apds o armazenamento a 5 °C durante um ano ou
mais. Em determinados exemplos de realizagdo, 0 armazenamento € a
5 °C durante dois anos ou mais. Em certos exemplos de realizagao, o
armazenamento é a 5 °C por até trés anos.

[048] Uma proteina “retém sua estabilidade fisica” em uma
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formulag&o farmacéutica se ela ndo mostra ou mostra ou muito pouco
sinais de agregacao, precipitagdo e/ou desnaturagdo ao exame visual
de cor/ou limpidez, ou conforme mensurado pela dispersao de luz UV
ou por cromatografia por exclusdo de tamanho.

[049] Uma proteina “retém sua estabilidade quimica” em uma
formulagéo farmacéutica se a estabilidade quimica em um determinado
momento € tal que a proteina é considerada ainda como retendo sua
atividade biolégica conforme definido abaixo. A estabilidade quimica
pode ser avaliada pela deteccdo e quantificacdo das formas
quimicamente alteradas da proteina. A alteracdo quimica pode envolver
a modificacdo do tamanho (por exemplo, clipping) que pode ser
avaliada, por exemplo, por meio de cromatografia por exclusdo de
tamanho, SDS-PAGE e/ou ionizacdo e dessorcio a laser assistida por
matriz / espectrometria de massa por tempo de voo (MALDI/TOF MS).
Outros tipos de alteracdo quimica incluem alteragdo de carga (por
exemplo, as que ocorrem como resultado da desamidacgéo), que pode
ser avaliada, por exemplo, por cromatografia de troca ibnica ou
focalizagao isoelétrica capilar com imagem (iclEF), por exemplo.

[050] Um anticorpo “retém sua atividade biolégica” em uma
formulacéo farmacéutica, se a atividade bioldgica do anticorpo em um
determinado momento esta dentro de cerca de 10% (dentro dos erros
do ensaio) da atividade biolégica apresentada no momento em que a
formulacdo farmacéutica foi preparada conforme determinado em um
ensaio de ligagao do antigeno ou ensaio de poténcia, por exemplo.
[051] No presente pedido, “atividade biolégica” de um anticorpo
monoclonal refere-se a capacidade do anticorpo se ligar ao antigeno.
Isto pode incluir ainda a ligacdo do anticorpo ao antigeno que resulta
em uma resposta biolégica mensuravel que pode ser medida por
meétodos in vitro ou in vivo. Essa atividade pode ser antagonista ou

agonista.
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[052] Um anticorpo monoclonal “desamidado” é aquele em que um
ou mais residuos de asparagina foi derivatizado, por exemplo, de um
acido aspartico ou acido iso-aspartico.

[053] Um anticorpo que € “suscetivel a desamidacao” é aquele que
compreende um ou mais residuos que foram encontrados com sendo
propensos a desamidacao.

[054] Um anticorpo que é “suscetivel de agregacédo” é aquele que
foi encontrado por agregar-se com outra(s) molécula(s) de anticorpo,
especialmente sob congelamento ou agitagao.

[055] Um anticorpo que € “suscetivel a fragmentagdo” € aquele
que foi encontrado por estar clivado em dois ou mais fragmentos, por
exemplo, na sua regiao de dobradiga.

[056] Pela expressdo “reducdo de desamidacdo, agregagao ou
fragmentagado” pretende-se dizer uma prevengao ou diminuicdo da
guantidade de desamidacgao, agregacao ou fragmentagdo com relagao
ao anticorpo monoclonal formulado em um pH diferente ou em um
tampao diferente.

[057] O anticorpo que é formulado é essencialmente puro e
desejavelmente homogéneo (por exemplo, livre de proteinas
contaminantes e etc.). Um anticorpo “essencialmente puro” significa
uma composicdo compreendendo pelo menos cerca de 90% em peso
de anticorpo, com base no peso total da composi¢ao, ou pelo menos
cerca de 95% em peso. Um anticorpo “essencialmente homogéneo”
significa uma composi¢cao que compreende cerca de pelo menos 99%
em peso de anticorpo, com base no peso total da composigao.

[058] Por “isotonico” é entendido que a formulacédo de interesse
tem essencialmente a mesma pressdao osmoética que do sangue
humano. A formulacéao isotbnica geralmente tera uma pressao osmaética
de aproximadamente 250 a 350 mOsm (miliosmais). A isotonicidade

pode ser mensurada pelo uso de um osmdmetro de pressao de vapor
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ou do tipo que determina o ponto de congelamento.

[059] Conforme usado no presente, o termo “tampé&o” refere-se a
uma solucédo tamponada que resiste a mudancas de pH pela agao de
seus componentes conjugados acido-base.

[060] Um “tampéo histidina” € um tampao compreendendo ions
histidina. Exemplos de tampdes histidina incluem cloreto de histidina,
acetato de histidina, fosfato de histidina, sulfato de histidina, succinato
de histidina, etc. Em um exemplo de realizacdo, o tampéo histidina é
acetato de histidina. Em um exemplo de realizacdo, o tampao acetato
de histidina é preparado pela titulagdo de L-histidina (base livre, sélido)
com acido acético (liquido). Em determinados exemplos de realizagao,
o tampao histidina ou histidina-acetato tem o pH entre 4,5 a 6,5. Em
determinados exemplos de realizagdo, o tampao histidina ou tampao
histidina-acetato tem o pH entre 54 a 6,0. Em um exemplo de
realizagcao, o tampao tem um pH de 5,6. Em um exemplo de realizacao,
o tampéao tem um pH de 5,7. Em um exemplo de realizagdo, o tampao
tem um pH de 5,8.

[061] No presente pedido, um “tensoativo” ou “surfactante” refere-
se a um agente com atividade de superficie, sendo preferivelmente um
tensoativo aniénico. Exemplos de tensoativos no presente pedido
incluem polisorbato (por exemplo, polisorbato 20 e polisorbato 80);
poloxamer (por exemplo, poloxamer 188); Triton; dodecil sulfato de
soédio (SDS); lauril sulfato de soédio; octil glicosideo de sédio; lauril-,
miristil-, linoleil-, ou estearil-sulfobetaina; lauril-, miristil-, linoleil-, ou
estearil-sarcosina; linoleil-, miristil- ou cetil-betaina; lauroamidopropil-,
cocamidopropil-, linoleamidopropil-, miristamidopropil-, palmidopropil-,
ou isostearamidopropil-betaina (por exemplo, lauroamidopropil);
miristamidopropil-, palmidopropil-, ou isostearamidopropil-dimetilamina;
metil cocoil de sodio, ou metil oleiltaurato de sodio; e a série
MONAQUAT™ (Mona Industries, Inc., Paterson, New Jersey); polietil
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glicol, polipropil glicol e copolimeros de etileno e propileno glicol (por
exemplo, pluronics, PFG8 etc.); etc. Em um exemplo de realizacdo, o
tensoativo é polisorbato 20.

[062] Um “conservante” € um composto que pode ser
opcionalmente incluido na formulacdo para reduzir essencialmente a
acao bacteriana nele, facilitando assim a producdo de uma formulacéo
multi uso, por exemplo. Exemplos de conservantes em potencial
incluem cloreto octadecildimetilbenzil aménio, cloreto hexametobnio,
cloreto de benzalcbnio (uma mistura de cloretos
alquilbenzildimetilaménio em que os grupos alquilas sdo compostos de
cadeia longa), e cloreto de benzeténio. Outros tipos de conservantes
incluem alcodis aromaticos tais como alcool fenolico, butilico e
benzilico, alquil parabenos tais como metil- ou propilparabeno, catecol,
resorcinol, ciclohexanol, 3-pentanol e m-cresol. Em um exemplo de
realizacdo, o conservante preferido da presente invencédo € o alcool
benzilico.

[063] Um “poliol” € uma substancia com varios grupos hidroxila e
inclui agucares (agucares redutores e nao redutores), alcodis de agucar
e acidos de acucar. Um poliol pode, opcionalmente, estar incluido na
formulagcdo. Em determinados exemplos de realizagdo, os polidis na
presente invencao tém um peso molecular inferior a cerca de 600 kD
(por exemplo, na faixa de aproximadamente 120 a 400 kD). Um “acgucar
redutor” € aquele que possui um grupo hemiacetal que pode reduzir ions
metalicos ou reagir covalentemente com a lisina e de outros grupos
amino nas proteinas e um “agucar nao redutor” € aquele que nao possui
essas propriedades do acucar redutor. Exemplos de agucares redutores
sdo: frutose, manose, maltose, lactose, arabinose, xilose, ramnose,
galactose e glicose. Agucares nao redutores incluem sacarose, trealose,
sorbose, melezitose e rafinose. Manitol, xilitol, eritritol, treitol, sorbitol e

glicerol sdo exemplos de alcodis de agucar. Quanto aos acidos de
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agucar, estes incluem L gluconato e sais metalicos deste. Quando se
deseja que a formulagdo seja estavel ao congelamento e
descongelamento, o poliol é normalmente aquele que ndo se cristaliza
em temperatura de congelamento (por exemplo, -20 °C), de modo que
ele ndo desestabiliza o anticorpo na formulacdo. Em um exemplo de
realizacdo, o poliol € um acucar ndo redutor. Em um exemplo de
realizacdo, um agucar nao redutor é sacarose.

[064] Conforme utilizado no presente utilizado, “asma” refere-se a
um disturbio complexo caracterizado por sintomas variaveis e
recorrentes, obstrucdo reversivel do fluxo de ar (por exemplo, com
broncodilatador) e hiper-responsividade brénquica que pode ou néo ser
associada com inflamagdo subjacente. Exemplos de asma incluem
asma sensivel / exacerbada pelo uso de aspirina, asma atdpica, asma
grave, asma leve, asma moderada a grave, asma virgem de tratamento
com corticosteroides, asma cronica, asma resistente a corticosteroide,
asma refrataria a corticosteroide, asma recém-diagnosticada e tratada,
asma devido ao tabagismo, asma nao controlada com corticosteroides
e outras asmas tal como aquelas mencionadas em J Allergy Clin
Immunol (2010) 126(5):926-938.

[065] Conforme utilizado no presente, o termo “tratamento” se
refere a intervencgdes clinicas em uma tentativa de alterar o curso natural
da célula ou individuo que esta sendo tratado, e pode ser realizado
antes ou durante o desenvolvimento da patologia clinica. Os efeitos
desejaveis de tratamento incluem evitar a ocorréncia ou a recorréncia
de uma doenca ou uma condi¢do ou sintoma, aliviar uma condi¢cdo ou
sintoma da doencga, diminuir quaisquer consequéncias patoldgicas
diretas ou indiretas da doencga, diminuir a taxa de progresséo da doenga,
melhorar ou amenizar o estado da doenga, e alcancar a remissao ou
melhora do progndéstico.

[066] Uma “quantidade eficaz” refere-se a uma quantidade eficaz,
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nas dosagens e periodos de tempo necessarios, para alcancar o
resultado profilatico ou terapéutico desejado. Uma “quantidade
terapeuticamente eficaz” de um agente terapéutico pode variar de
acordo com fatores como estado da doenca, idade, sexo e peso do
individuo, e a capacidade do anticorpo suscitar uma resposta desejada
no individuo. Uma quantidade terapeuticamente eficaz é também
aquela em que qualquer efeito tdxico ou prejudicial da substancia seja
superado pelos efeitos terapeuticamente benéficos.

[067] Um “individuo”, “sujeito” ou “paciente” € um vertebrado. Em
certos exemplos de realizacdo, vertebrado € um mamifero. Os
mamiferos incluem, mas ndo estdo limitados a, primatas (incluindo
humanos e primatas ndo humanos) e roedores (por exemplo,
camundongos e ratos). Em alguns exemplos de realizagdo, o mamifero
€ um humano.

[068] Um “medicamento” € uma droga ativa para tratar uma
doenca, disturbio e/ou condicao.

[069] “‘Anticorpos” (Abs) e “imunoglobulinas” (Igs) refere-se a
glicoproteinas que possuem caracteristicas estruturais similares.
Apesar dos anticorpos exibirem uma especificidade de ligacdo a um
antigeno especifico, as imunoglobulinas incluem tanto anticorpos
quanto moléculas similares a anticorpo que geralmente n&o tem
especificidade ao antigeno. Polipeptideos deste ultimo tipo séo, por
exemplo, produzidos em baixos niveis pelo sistema linfatico e em altos
niveis por mielomas.

[070] Os termos “anticorpo” e “imunoglobulina” sao utilizados de
forma alternada no sentido mais amplo e incluem anticorpos
monoclonais (tais como anticorpos monoclonais intactos ou de
comprimento total), anticorpos policlonais, anticorpos monovalentes,
anticorpos multivalentes, anticorpos multiespecificos (tais como

anticorpos multiespecificos contanto que eles apresentem a atividade
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biologica desejada), e pode ainda incluir determinados fragmentos de
anticorpos (conforme descrito em maior detalhe no presente). Um
anticorpo pode ser quimérico, humano, humanizado e/ou maturado por
afinidade.

[071] As expressdes “anticorpo de comprimento total”, “anticorpo
intacto” e “anticorpo completo” sédo utilizadas no presente de forma
alternada, e se referem a um anticorpo na sua forma substancialmente
intacta, e ndo como fragmentos de anticorpos conforme descrito abaixo.
As expressdes se referem particularmente a um anticorpo com cadeias
pesadas que possuem a regiao Fc.

[072] ‘Fragmentos de anticorpos” compreendem uma porg¢ao de
um anticorpo intacto, compreendendo preferivelmente a regido de
ligacdo ao antigeno deste. Exemplos de fragmentos de anticorpos
incluem Fab, Fab’, F(ab’): e fragmentos Fv, diacorpos, anticorpos
lineares, moléculas de anticorpos de cadeia unica e anticorpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticorpos.

[073] A digestdao de anticorpos pela papaina produz dois
fragmentos idénticos de ligagao ao antigeno, denominados fragmentos
‘Fab”, cada qual com um unico sitio de ligagdo ao antigeno, e um
fragmento “Fc” residual, cujo nome reflete a sua capacidade de rapida
cristalizacdo. O tratamento com a pepsina gera um fragmento F(ab’)2
que contém dois sitios de ligacdo a antigenos e ainda € capaz de
reticular o antigeno.

[074] “Fv” é o menor fragmento de anticorpo, que contém um sitio
de ligagao ao antigeno completo. Em uma realizagdo, uma cadeia de
duas espécies de Fv consiste de um dimero de um dominio variavel de
cadeia pesada e em um de cadeia leve em estreita associagédo nao
covalente. Coletivamente, as seis CDRs de um Fv conferem ao
anticorpo especificidade de ligacdo ao antigeno. Entretanto, mesmo um

unico dominio variavel (ou metade de um Fv que compreende apenas
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trés CDRs especificos para um antigeno), possui a capacidade de
reconhecer e ligar ao antigeno, embora em menor afinidade do que o
sitio de ligacéo inteiro.

[075] O fragmento Fab contém o dominio constante de cadeia leve
e pesado e também contém o dominio constante da cadeia leve e o
primeiro dominio constante (CH1) da cadeia pesada. Os fragmentos
Fab’ diferem dos fragmentos Fab pela adi¢do de alguns residuos na
extremidade carboxi-terminal do dominio CH1 da cadeia pesada,
incluindo uma ou mais cisteinas a partir da regido de articulagédo do
anticorpo. Fab’-SH é a designacéo da presente invencéo para Fab’ no
qual o(s) residuo(s) de cisteina do dominio constante sustenta(m) um
grupo tiol livre. Fragmentos de anticorpos F(ab’). foram produzidos
originalmente como pares de fragmentos Fab’ que possuem pontes de
cisteinas entre eles. Outros acoplamentos quimicos de fragmentos de
anticorpos sdo também conhecidos.

[076] A expressao “anticorpo monoclonal”’, da forma utilizada no
presente refere-se a um anticorpo obtido a partir de uma populacéo de
anticorpos substancialmente homogénea, isto é, os anticorpos
individuais que compreendem a populagao sao idénticos e/ou se ligam
ao mesmo epitopo, exceto por possiveis mutagdes, por exemplo,
mutacdes de ocorréncia natural, que podem estar presentes em
quantidades menores. Assim, o adjetivo “monoclonal” indica o carater
do anticorpo como nao sendo obtido a partir de uma mistura de
anticorpos distintos. Em certos exemplos de realizagdo, tal anticorpo
monoclonal inclui tipicamente um anticorpo que compreende uma
sequéncia de polipeptideo que liga um alvo, em que a sequéncia de
polipeptideo de ligacdo alvo foi obtida por um processo que inclui a
selecdo de uma unica sequéncia peptidica de ligagao alvo a partir de
uma diversidade de sequéncias polipeptidicas. Por exemplo, o processo

de selecao pode ser a selecdo de um unico clone a partir de uma série
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de clones, tal como um conjunto (pool) de clones de hibridoma, clones
de fago ou clones de DNA recombinante. Deve-se compreender que a
sequéncia de ligagdo ao alvo selecionada pode ser adicionalmente
alterada, por exemplo, para aprimorar a afinidade ao alvo, para
humanizar a sequéncia de ligagéo ao alvo, para aprimorar sua produgéo
na cultura celular, para reduzir sua imunogenicidade in vivo, para criar
um anticorpo multiespecifico e etc., e que um anticorpo que
compreendendo a sequéncia de ligagdo ao alvo alterada € também um
anticorpo monoclonal desta invencdo. Ao contrario de preparagdes de
anticorpo policlonal que incluem tipicamente diferentes anticorpos
direcionados contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticorpo
monoclonal de uma preparagao de anticorpo monoclonal é direcionado
a um unico determinante em um antigeno. Além de sua especificidade,
as preparagbes com anticorpo monoclonal s&o vantajosas por serem
tipicamente livre de contaminagao por outras imunoglobulinas.

[077] O adjetivo “monoclonal” indica o carater do anticorpo como
sendo obtido a partir de uma populagao substancialmente homogénea
de anticorpos, e ndo deve ser interpretado como uma necessidade de
se produzir o anticorpo por qualquer método especifico. Por exemplo,
os anticorpos monoclonais a serem utilizados de acordo com a presente
invencdo, podem ser produzidos por uma variedade de técnicas,
incluindo, por exemplo, o método de hibridoma (Kohler et al., Nature,
256: 495 (1975); Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 2° ed. 1988); Hammerling et al., em:
Monoclonal Antibodies e T-Cell hybridomas 563-681 (Elsevier, NY,
1981)), métodos de DNA recombinante (vide, Patente US 4.816.567),
tecnologias de exibigao por fago (vide Clackson et al., Nature, 352: 624-
628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1992); Sidhu et al.,
J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 107 3-
1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472
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(2004); e Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132(2004)), e
tecnologias para a produgéo de anticorpos humanos ou similares a de
humanos em animais que possuem partes ou todos os /ocus ou genes
da imunoglobulina humana, codificando sequéncias de imunoglobulina
humana (vide, documentos W098/24893; W096/34096; WO96/33735;
WQ091/10741; Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 2551
(1993); Jakobovits et al., Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann et
al., Year in Immunol. 7:33 (1993); Patente US 5.545.807; Patente US
5.545.806; Patente US 5.569.825; Patente US 5.625.126; Patente US
5.633.425; Patente US 5.661.016; Marks et al.,Bio. Technology 10: 779-
783 (1992); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison,
Nature 368: 812-813 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnol. 14: 845-
851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996) e Lonberg e
Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).

[078] Os anticorpos monoclonais da presente invencao incluem
especificamente anticorpos “quiméricos” nos quais uma porcdo da
cadeia leve e/ou pesada é idéntica com, ou homdloga as sequéncias
correspondentes em anticorpos derivados de uma espécie especifica,
ou pertencendo a uma classe ou subclasse de anticorpo especifica,
enquanto o restante da cadeia € idéntico com, ou homodloga as
sequéncias correspondentes em anticorpos derivados de outras
especies, ou pertencente a outra classe ou subclasse de anticorpo, bem
como fragmentos destes anticorpos, desde que eles exibam a atividade
biolégica desejada (Patente US 4.816.567; e Morrison et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81:6855-9855 (1984)).

[079] “‘Anticorpos  nativos” referem-se a moléculas de
imunoglobulinas de ocorréncia natural com diferentes estruturas. Por
exemplo, os anticorpos IgG nativos sdo glicoproteinas
heterotetraméricas de cerca de 150.000 daltons, compostas por duas

cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas idénticas que sao
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ligadas por dissulfureto. A partir da extremidade N- para a C-terminal,
cada cadeia pesada tem uma regido variavel (VH), também denominada
de dominio pesado variavel ou dominio variavel de cadeia pesada,
seguido por trés dominios constantes (CH1, CH2 e CH3). Do mesmo
modo, a partir da extremidade N- para a C-terminal, cada cadeia leve
tem uma regido variavel (VL), também denominada de dominio leve
variavel ou dominio variavel de cadeia leve, seguido por um dominio
constante (CL). A “cadeia leve” de um anticorpo pode ser atribuida a um
dentre dois tipos claramente distintos, denominados kappa (k) e lambda
(A), com base nas sequéncias de aminoacidos de seus dominios
constantes.

[080] O termo “regiado variavel” ou “dominio variavel” refere-se ao
dominio de uma cadeia pesada ou leve de anticorpo que esta envolvido
na ligagcdo do anticorpo ao antigeno. Os dominios variaveis da cadeia
pesada e cadeia leve (VH e VL, respectivamente) de um anticorpo
nativo geralmente tém estruturas semelhantes, com cada dominio
compreendendo quatro arcabougos (frameworks - FRs) e trés regides
hipervariaveis (HVRs). (Vide, por exemplo, Kindt et al. Kuby
Immunology, 6" ed., W.H. Freeman & Co., pagina 91 (2007)). Um Unico
dominio VH ou VL pode ser suficiente para conferir especificidade de
ligagdo ao antigeno. Além disso, os anticorpos que se ligam a um
antigeno especifico podem ser isolados utilizando um dominio VH ou
VL a partir de um anticorpo que se liga ao antigeno para pesquisar uma
biblioteca de dominios VL ou VH complementares, respectivamente.
Vide, por exemplo, Portolano et al., J. Immunol. 150:880-887 (1993);
Clarkson et al, Nature 352:624-628 (1991).

[081] Um anticorpo “humanizado” refere-se a um anticorpo
quimeérico compreendendo residuos de aminoacidos a partir de HVRs
nao humanas e residuos de aminoacidos a partir de FRs humanas. Em

alguns exemplos de realizag¢ao, o anticorpo humanizado compreendera
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de substancialmente todos dentre pelo menos um, e tipicamente dois,
dominios variaveis, em que todas ou substancialmente todas as HVRs
(por exemplo, CDRs) correspondem aos de uma imunoglobulina nédo
humana e todas ou substancialmente todas as FRs correspondem
aquelas de um anticorpo humano. Um anticorpo humanizado pode
compreender, opcionalmente, pelo menos uma porgao de uma regiao
constante do anticorpo derivado de um anticorpo humano. Uma “forma
humanizada” de um anticorpo, por exemplo, um anticorpo ndo humano,
refere-se a um anticorpo que foi submetido a humanizacao.

[082] O termo “regido hipervariavel” ou “HVR” conforme utilizado
no presente refere-se a cada uma das regidées de um dominio variavel
de anticorpo que é hipervariavel na sequéncia e/ou forma algas
estruturalmente definidas (“algas hipervariaveis”). Geralmente, os
anticorpos nativos de quatro cadeias compreendem seis HVRs; sendo
trés na VH (H1, H2, H3), e trés na VL (L1, L2, L3). As HVRs geralmente
compreendem residuos de aminoacidos das alcas hipervariaveis e/ou
das “regides determinantes de complementaridade” (CDRs), sendo esta
ultima de maior variabilidade de sequéncia e/ou estando envolvida no
reconhecimento do antigeno. Algas hipervariaveis exemplares ocorrem
nos residuos de aminoacidos 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32
(H1), 53-55 (H2) e 96-101 (H3). (Chothia e Lesk, J. Mol.Biol.196:901-
917 (1987)) Os CDRs exemplares (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-
H1, CDR-H2, e CDR-H3) ocorrem nos residuos de aminoacidos 24-34
de L1, 50-56 de L2, 89-97 de L3, 31-35B de H1, 50-65 de H2 e 95-102
de H3. (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD
(1991)). Com excecdo da CDR1 no VH, as CDRs compreendem
geralmente os residuos de aminoacidos que formam as algas
hipervariaveis. As CDRs também compreendem “residuos

determinantes da especificidade”, ou “SDRs”, que sao os residuos que
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fazem contato com o antigeno. Os SDRs estdo contidos dentro de
regides das CDRs denominadas de CDRs-abreviadas, ou “a-CDRs”. As
a-CDRs exemplares (a-CDR-L1, a-CDR-L2, a-CDR-L3, a-CDR-H1, a-
CDR-H2 e a-CDR-H3) ocorrem nos residuos de aminoacidos 31-34 de
L1, 50-55 de L2, 89-96 de L3, 31-35B de H1, 50-58 de H2 e 95-102 de
H3. (Vide Almagro e Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008)).
Salvo quando indicado de outra forma, os residuos HVR e outros
residuos do dominio variavel (por exemplo, residuos FR) s&o
numerados na presente invencao de acordo com o sistema de Kabat et
al., Supra.

[083] Um “anticorpo humano” é aquele que possui uma sequéncia
de aminoacido que corresponde a sequéncia de um anticorpo produzido
por um humano e/ou produzido pelo uso de qualquer técnica para a
producao de anticorpos humanos conforme descrito no presente. Tais
técnicas incluem triagem de bibliotecas combinatorias derivadas de
humanos, como bibliotecas de exibicdo por fagos (vide, por exemplo,
Marks et al. J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) e Hoogenboom et al. Nucl.
Acids Res ., 19: 4133-4137 (1991)); utilizando linhagens de células de
mieloma humano e heteromieloma de camundongos para a produgao
de anticorpos monoclonais humanos (vide, por exemplo, Kozbor J.
Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur et al ., Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, pags. 55-93 (Marcel Dekker,
Inc., Nova lorque, 1987); e Boerner et al. J. Immunol., 147: 86 (1991));
e geracao de anticorpos monoclonais em animais transgénicos (por
exemplo, camundongos), que sao capazes de produzir um repertério
completo de anticorpos humanos na auséncia de producdo de
imunoglobulina enddgena (vide, por exemplo, Jakobovits et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551 (1993 ); Jakobovits et al. Nature, 362:
255 (1993); Bruggermann et al. Year in Immunol., 7: 33 (1993)). Esta

definicdo de um anticorpo humano exclui especificamente um anticorpo
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humanizado compreendendo residuos de ligacdo ao antigeno de um
animal ndo humano.

[084] Um anticorpo “maturado por afinidade” € um anticorpo que
possui uma ou mais alteracbées em um ou mais CDRs do mesmo que
resulta na melhora da afinidade de ligagdo do anticorpo ao antigeno,
comparado ao anticorpo parental que nao possui tal(ais) alteragéo(ées).
Em um exemplo de realizacdo os anticorpos maturados por afinidades
preferidos irdo possuir afinidades nanomolares ou ainda picomolares ao
antigeno alvo. Anticorpos submetidos a maturagdo da afinidade séo
produzidos por procedimentos conhecidos no estado da técnica. Marks,
et al., Biotechnology 10:779-783 (1992) descrevem a maturagao por
afinidade pelo método de shuffling do dominio VL e VH. A mutagénese
aleatoria de HVR e/ou residuos da regido de arcabougo € descrita por:
Barbas, et al., Proc. Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813(1994); Shier et
al., Gene 169:147-155 (1995); Yelton et al., J. Immunol. 155:1994-2004
(1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); e Hawkins et
al., J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

[085] Um “anticorpo de bloqueio” ou “anticorpo antagonista” é
aquele que inibe ou reduz uma atividade biolégica do antigeno ao qual
ele se liga. Determinados anticorpos de bloqueio ou anticorpos
antagonistas inibem de forma parcial ou completa a atividade biolégica
do antigeno.

[086] A “classe” de um anticorpo refere-se ao tipo de dominio
constante ou regido constante presente em sua cadeia pesada. Existem
cinco classes principais de anticorpos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, e varias
delas podem ser divididas em subclasses (isotipos), por exemplo, IgGs,
IgG2, 1gG3, 1gGs, IgA1 € IgA2. As regides constantes de cadeia pesada
que correspondem as diferentes classes de anticorpos sao
denominadas de q, 0, €, Y, € M, respectivamente.

[087] Conforme utilizado no presente, “anticorpo anti-IL13,”
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também referido como lebrikizumab, significa um anticorpo 1gGa4
humanizado que se liga a IL13 humana. Em um exemplo de realizagéo,
o anticorpo anti-IL13 compreende trés CDRs de cadeia pesada, CDR-
H1 (SEQ ID NO: 1), CDR-H2 (SEQ ID NO: 2), e CDR-H3 (SEQ ID NO:
3). Em um exemplo de realizagdo, o anticorpo anti-IL13 compreende
trés CDRs de cadeia leve, CDR-L1 (SEQ ID NO: 4), CDR-L2 (SEQ ID
NO: 5), e CDR-L3 (SEQ ID NO: 6). Em um exemplo de realizagéo, o
anticorpo anti-IL13 compreende trés CDRs de cadeia pesada e trés
CDRs de cadeia leve, CDR-H1 (SEQ ID NO: 1), CDR-H2 (SEQ ID NO:
2), e CDR-H3 (SEQ ID NO: 3), CDR-L1 (SEQ ID NO: 4), CDR-L2 (SEQ
ID NO: 5), e CDR-L3 (SEQ ID NO: 6). Em um exemplo de realizagdo, o
anticorpo anti-IL13 compreende uma regido variavel de cadeia pesada,
VH, possuindo uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir das
SEQ ID NOs: 7 e 8. Em um exemplo de realizag&o, o anticorpo anti-IL13
compreende uma regido variavel de cadeia leve, VL, possuindo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. Em um exemplo de
realizagao, o anticorpo anti-IL13 compreende uma regiao variavel de
cadeia pesada, VH, possuindo uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir das SEQ ID NOs: 7 e 8 e uma regi&o variavel de
cadeia leve, VL, possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
9. Em um exemplo de realizacao, o anticorpo anti-IL13 compreende uma
cadeia pesada possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO.:
10 ou SEQ ID NO.: 11 ou SEQ ID NO.: 12 ou SEQ ID NO.: 13. Em um
exemplo de realizacéo, o anticorpo anti-IL13 compreende uma cadeia
leve possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. Em um
exemplo de realizagéo, o anticorpo anti-IL13 compreende uma cadeia
pesada possuindo a sequéncia de aminoacidos selecionada a partir da
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13 e
uma cadeia leve possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:

14. Os anticorpos anti-IL13 estdo adicionalmente descritos no Pedido
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2005/062967.

[088] Uma molécula biolégica “isolada”, tal como um acido
nucleico, polipeptideo ou anticorpo, € aquela que foi identificada e
separada e/ou recuperada a partir de pelo menos um componente de
seu ambiente natural.

[089] A referéncia para “aproximadamente” ou “cerca de” um valor
ou parametro no presente inclui (e descreve) exemplos que sao
direcionados a esse valor ou parametro per se. Por exemplo, a
descricao referindo-se a “cerca de X” inclui a descrigdo de “X”

[090] Um “dispositivo de administracdo subcutanea” refere-se a
um dispositivo que esta adaptado ou é destinado a administrar um
medicamento, por exemplo, um anticorpo terapéutico ou formulacao
farmacéutica por via subcutdnea. Exemplos de dispositivos de
administracdo subcutanea incluem, mas niao estdo limitados a, uma
seringa, incluindo uma seringa pré-carregada, um dispositivo de inje¢ao,
bomba de infusdo, caneta de injecdo, dispositivo de agulha, e um
sistema de entrega na forma de patchs. Um dispositivo de administracéo
subcutdnea administra um determinado volume da formulagao
farmacéutica, por exemplo, cerca de 1,0 mL, cerca de 1,25 mL, cerca
de 1,5 mL, cerca de 1,75 mL, ou cerca de 2,0 mL.

[091] Uma “bula” ou “rétulo” sdo usados para se referirem as
instrugcbes usualmente incluidas nas embalagens comerciais de
produtos ou medicamentos terapéuticos, que contém informacgdes sobre
as indicagdes, utilizagado e dosagem, administracao, contraindicagoes,
outros produtos terapéuticos para serem combinados com o produto
embalado e/ou adverténcias relativas a utilizagdo de tais produtos
terapéuticos, e similares.

[092] Um “kit” é qualquer manufaturado (por exemplo, uma
embalagem ou recipiente) compreendendo pelo menos um reagente,

por exemplo, um medicamento para o tratamento de asma ou outras

Peticaio 870200114486, de 10/09/2020, pég. 37/104



32/88

doencas pulmonares. Em determinados exemplos de realizagdo, a
manufatura é preferencialmente promovida, distribuida ou vendida
como uma unidade para realizar os métodos da presente invencao.
[093] Um “publico alvo” é um grupo de pessoas ou instituicdo a
gquem, ou ao qual, um medicamento especifico esta sendo promovido,
ou ao qual existe a intengcdo promover tal medicamento, por exemplo,
por meio de marketing ou publicidade, especialmente para usos
especificos, tratamentos ou indicacbes; tais como pacientes,
populagdes de pacientes, leitores de jornais, literatura médica, revistas,
espectadores de televisdo ou internet, ouvintes de radio ou internet,
médicos, empresas farmacéuticas, e efc.

[094] O termo “amostra de soro” refere-se a qualquer amostra de
soro obtida a partir de um individuo. Os métodos para a obtencao de
soro a partir de mamiferos sdo bem conhecidos no estado da técnica.
[095] O termo “sangue total” refere-se a qualquer amostra de
sangue total obtida a partir de um individuo. Normalmente, o sangue
total contém todos os componentes do sangue, por exemplo,
componentes celulares e plasma. Os métodos para a obtencdo de
sangue total a partir de mamiferos sdo bem conhecidos no estado da
técnica.

[096] A “quantidade” ou “nivel” de um biomarcador associado a um
aumento do beneficio clinico em um paciente que sofre de uma
determinada doenca ou disturbio, ou resposta preditiva a um agente
terapéutico particular ou regime de tratamento, € um nivel detectavel em
uma amostra biolégica. Eles podem ser mensurados por métodos
conhecidos pelos especialistas habeis na técnica e também divulgados
pela presente invengcdo. O nivel de expressdo ou quantidade do
biomarcador avaliado pode ser usado para determinar a resposta ou
predizer a resposta ao tratamento ou agente terapéutico.

[097] Os termos “nivel de expressao” ou “nivel da expressao” sao
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em geral utilizados de maneira alternada na presente invencao, e
referem-se de modo geral a quantidade de um produto de aminoacidos
ou proteina em uma amostra bioldgica. “Expressao” se refere ao
processo pelo qual a informacéo codificada no gene € convertida em
estruturas presentes e operantes na célula. Portanto, de acordo com a
invencéo a “expressédo” de um gene pode se referir a transcricdo em um
polinucleotideo, a tradugdo em uma proteina, ou mesmo a modificacio
pos-traducional da proteina.

ASMA E OUTRAS DOENCAS PULMONARES E DETERMINADAS DOENCAS

ALERGICAS, AUTOIMUNES E OUTRAS DOENCAS INFLAMATORIAS

[098] A asma é descrita como uma doencga pulmonar crénica que
envolve a inflamacdo das vias aéreas, hiper-responsividade e
obstrugdo. Fisiologicamente, a hiper-responsividade das vias aéreas
esta documentada pela diminuicdo do fluxo de ar brénquico apds a
broncoprovocagdo com metacolina ou histamina. Outros gatilhos que
provocam a obstrucdo das vias aéreas incluem ar frio, exercicio,
infeccdo respiratdria superior viral, fumaga de cigarro e alérgenos
respiratorios. A provocagao brénquica com alérgeno induz uma rapida
fase precoce de diminuicdo do fluxo de ar brénquico mediada por
imunoglobulina E (IgE) seguido em muitos pacientes por uma fase tardia
de reagado mediada por IgE com um decréscimo no fluxo de ar brénquico
por 4-8 horas. A resposta inicial é causada pela libertagdo de
substancias inflamatérias agudas, tais como a histamina, PGD 2,
leucotrienos, triptase e fator de ativacao das plaquetas (PAF), ao passo
que a resposta tardia € causada por citocinas pro-inflamatérias
sintetizadas de novo (por exemplo, TNFa, IL4, IL13) e quimiocinas (por
exemplo, MCP-1 e MIP-1a) (Busse et al. Em: Allergy: Principles and
Practice, Ed. Middleston, 1173 (1998)). Em pacientes asmaticos
crbnicos, os sintomas pulmonares persistentes sdao mediados pela

resposta aumentada de células Th2. Acredita-se que as citocinas Th2
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desempenham um papel vital na doenga (Larche et al. J. Allergy Clin.
Immunol, 111:450 (2003)), em particular a IL13 e IL4 produzida por
células Th2 com fendtipo NK (NKT) nas vias aéreas, tal como indicado
em um modelo de asma em roedores (Akbari et al, Nature Med., 9:582
(2003)). A patologia macroscopica das vias aéreas na asma exibe uma
hiperinsuflagdo pulmonar, hipertrofia do musculo liso, espessamento da
lamina reticular, edema da mucosa, descamacéao de células epiteliais,
rompimento de cilios celular, e hipersecre¢cdo de muco nas glandulas.
Microscopicamente, a asma € caracterizada pela presenca de numeros
crescentes de eosindfilos, neutrofilos, linfocitos, células plasmaticas nos
tecidos bronquiais, brénquios, e muco. Inicialmente, ha o recrutamento
de leucdcitos a partir da corrente sanguinea para as vias aéreas por
linfocitos T CD4™" ativados. Os linfocitos T também conduzem a liberacéo
de mediadores inflamatérios a partir de eosindfilos, mastécitos e
linfocitos. Além disso, as células Th2 produzem IL4, IL5, IL9 e IL13. A
IL4, juntamente com a IL13, sinaliza a troca de anticorpos IgM para IgE.
[099] A reticulacdo de moléculas IgE ligadas a membrana por
alérgenos faz com que os mastdcitos se desgranulem, liberando
histamina, leucotrienos e outros mediadores que perpetuam a
inflamacé&o das vias aéreas. A IL5 ativa o recrutamento e a ativacao de
eosindfilos. Os mastoécitos e eosindfilos ativados também geram suas
citocinas que ajudam a perpetuar a inflamagao. Estes ciclos repetidos
de inflamacgao nos pulmdes com lesao nos tecidos pulmonares, seguido
pelo processo de reparo podem produzir uma alteragéao estrutural das
vias aéreas a longo prazo (“‘remodelacao”).

[0100] A asma moderada é atualmente tratada com a inalagao de
anti-inflamatérios corticosteroides de uso diario ou com inibidores de
mastocitos tais como cromolina sodica sodica ou nedocromil mais um
agonista beta2 inalado quando necessério (3-4 vezes por dia) para

aliviar a avango dos sintomas ou a asma induzida por alérgeno ou
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exercicio. A cromolina sodica e nedocromil bloqueiam o broncoespasmo
e a inflamag&o, mas geralmente sdo eficazes apenas para a asma
associada com alérgenos ou exercicio e, normalmente, apenas para
asmaticos juvenis. O corticosteroides inalados melhoram a inflamacéao,
a hiper-reatividade das vias aéreas e a obstrucao, e reduzem o numero
de exacerbagdes agudas. No entanto, leva pelo menos um més para os
efeitos se tornarem evidentes e até um ano para uma notavel melhora
ocorrer. Os efeitos colaterais mais frequentes sdo rouquidao e infeccdo
fungica oral, por exemplo, candidiase. Efeitos colaterais mais graves
tém sido relatados, por exemplo, supressao adrenal parcial, inibicao do
crescimento, formacido 6ssea reduzida, mas apenas com 0 uso de
doses mais elevadas. A beclometasona, triancinolona e flunisolida
provavelmente tém poténcias semelhantes, enquanto a budesonida e
fluticasona sdo mais potentes e supostamente tem menos efeitos
colaterais sistémicos.

[0101] Mesmos os pacientes com doenca leve exibem inflamacéao
das vias aéreas, incluindo a infiltragcdo da mucosa e epitélio com células
T, mastocitos e eosindfilos ativados. As células T e mastdcitos liberam
citocinas que promovem o crescimento e a maturacido de eosindfilos e
a producdo de anticorpos IgE, e estes, por sua vez, aumentam a
permeabilidade microvascular, perturbam o epitélio, e estimulam os
reflexos neurais e glandulas secretoras de muco. O resultado € a hiper-
reatividade das vias aéreas, broncoespasmo, hipersecregao,
manifestada por chiado, tosse e dispnéia.

[0102] Tradicionalmente a asma tem sido tratada com
broncodilatadores orais e inalatérios. Esses agentes ajudam os
sintomas da asma, mas nao fazem nada quanto a inflamacéao
subjacente. O reconhecimento durante a ultima década da importancia
da inflamagao na etiologia da asma tem levado ao aumento do uso de

corticosteroides, mas muitos pacientes continuam a sofrer de asma nao
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controlada.

[0103] Além da asma, outras doencas que podem ser tratadas pelas
formulagdes da invengédo incluem alergia, doenga autoimune, ou outras
doencas inflamatdrias. Outras doengas alérgicas incluem rinite alérgica,
dermatite atdpica, hipersensibilidade alimentar e urticaria, doencas da
pele mediadas pelo sistema imunoldgico incluem doencgas bolhosas da
pele, eritema multiforme e dermatite de contato, doenca autoimune
incluem psoriase, artrite reumatoide, artrite crénica juvenil, doenca
inflamatdria do intestino (ou seja, colite ulcerativa, doenga de Crohn);
outras doengas associadas com a IL13 incluem pneumonia idiopatica
intersticial, metaplasia de células caliciformes, doencas inflamatérias e
fibroticas do pulméo tal como a fibrose cistica, enteropatia sensivel ao
gluten, e doenga de Whipple, doengas imunolégicas do pulméo, tais
como pneumonia eosinofilica, fibrose pulmonar idiopatica e pneumonite
por hipersensibilidade, doenca pulmonar obstrutiva crénica, infecgao
por VSR, uvelitis, esclerodermia, osteoporose e linfoma de Hodgkin.
[0104] A fibrose pulmonar idiopatica (FPI) € um disturbio passivel
de tratamento com as formulagdes da invencado. A FIP é uma doenca
pulmonar restritiva caracterizada pela fibrose intersticial progressiva do
parénquima pulmonar que afeta cerca de 100.000 pacientes nos
Estados Unidos (Raghu et al., Am J Respir Crit Care Med 174:810-816
(2006)). Esta fibrose intersticial associada a FPI leva a perda
progressiva da fungao pulmonar, resultando em morte por insuficiéncia
respiratdria na maioria dos pacientes. A sobrevida média a partir do
momento do diagndstico é de 2-3 anos (Raghu et al., Am J Respir Crit
Care Med 183:788-824 (2011)). A etiologia e as chaves moleculares e
fisiopatoldgicas que conduzem a FPl sdo desconhecidas. O unica
tratamento que demonstrou prolongar a sobrevida dos pacientes com
FPI é o transplante de pulmao (Thabut et al., Annals of Internal Medicine
151:767-774 (2009)). O transplante de pulm&o, no entanto, esta
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associado com consideravel morbidade, nem todos os pacientes com
FPI sdo candidatos apropriados para isso, e ha uma relativa escassez
de pulmdes de doadores adequados. Apesar das inUmeras tentativas,
nenhuma terapia a base de drogas até o momento mostrou prolongar
substancialmente a sobrevida em um estudo randomizado, controlado
por placebo intervencionista em pacientes com FPIl, embora algumas
intervengdes surgiram diminuir a taxa de declinio da fungdo pulmonar
em alguns pacientes (Raghu et al. , Am J Respir Crit Care Med 183:788-
824 (2011); Richeldi et al, The New England J. of Med 365:1079-1087.
(2011)).

[01095] Embora o prognéstico para todos os pacientes com FPI seja
grave, ha consideravel heterogeneidade na trajetéria da doenca (Raghu
etal., Am J Respir Crit Care Med 183:788-824 (2011)). Alguns pacientes
apresentam um curso relativamente indolente, perdendo a fungao
pulmonar em uma taxa relativamente constante durante 10 anos ou
mais, enquanto outros experimentam um declinio mais rapido da funcéo
pulmonar, sucumbindo a morte em um ou dois anos apoés o diagnostico.
Além disso, alguns doentes sofrem de exacerbac¢des agudas da doenga,
geralmente caracterizadas por redugdes dramaticas bruscas na fungao
pulmonar. Em geral, estes pacientes ndo se recuperar totalmente apés
o0 evento agudo e muitas vezes morrem durante ou logo apds uma
exacerbacao. Esta heterogeneidade na trajetéria da doenga sugere que
os diferentes pacientes com FPI pode ter diferentes fatores
patofisiolégicos subjacentes a sua doenga, que podem ser
diferencialmente susceptiveis a terapéutica molecularmente orientada,
tal como as formulacgdes da invencao.

[0106] A inflamacgao eosinofilica esta associada a uma variedade de
doencas, tanto alérgicas quanto ndo alérgicas (Gonlugur (2006)
Immunol.Invest. 35 (1):29-45). A inflamagao € uma resposta reparadora

de tecidos vivos a uma lesdo. Uma caracteristica de reagdes
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inflamatodrias é o acumulo de leucdcitos no tecido lesionado devido a
determinados produtos quimicos produzidos no proprio tecido. Os
leucocitos eosindfilos se acumulam em uma ampla variedade de
condigdes, tais como doengas alérgicas, infecgdes helminticas e
doencas neoplasicas (Kudlacz et al, (2002) Inflammation 26:. 111-119).
Os leucécitos eosindfilos, um componente do sistema imune, sio
elementos defensivos de superficies mucosas. Eles respondem nao
apenas aos antigenos mas também a parasitas, produtos quimicos e
traumas.

[0107] O tecido eosinofilico ocorre em doengas da pele tais como
eczema, pénfigo, urticaria aguda, e necrdlise epidérmica téxica, bem
como na dermatite atopica ([Rzany et al., 1996]). Os eosindfilos se
acumulam no tecido e proteinas de granulos vazios em reagdes
cutdneas alérgicas mediadas por IgE ([Nielsen et al. 2001]). Os
eosinofilos combinados com os mastécitos provavelmente causam
inflamagdo das articulagdes (Miossec et al., 1997). A inflamacéo
eosinofilica as vezes acompanha trauma articular. A eosinofilia no fluido
sinovial pode estar associada com doencas como a artrite reumatoide,
doencga parasitaria, sindrome hipereosinofilica, doenga de Lyme, e
processos alérgicos, bem como hemartrose e artrografia ([Atanes et al.,
1996]). A inflamacéo eosinofilica também pode afetar os ossos ([Yetiser
et al., 2002]). Exemplos de doengas musculares eosinofilicas incluem
perimiosite eosinofilica, polimiosite eosinofilica, e miosite eosinofilica
focal ([Lakhanpal et al., 1988]). As inflamagdes eosinofilicas que afetam
musculos esqueléticos pode estar associadas as infecgdes parasitarias
ou drogas ou podem ser caracteristicas de algumas doencgas sistémicas
de hipereosinofilia (por exemplo, sindrome hipereosinofilica idiopatica e
sindrome da eosincofilia-mialgia). Os eosindfilos participam na resposta
inflamatéria em epitopos reconhecidos por anticorpos autoimunes

([Engineer et al. 2001]). Doengas do tecido conjuntivo podem levar a
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inflamagdes vasculares neutrofilicas, eosinofilicas ou linfociticas ([Chen
et al., 1996]). A eosinofilia nos tecidos e sangue periférico pode ocorrer
em doengas reumaticas ativas. A elevagao dos niveis séricos de ECP
na espondilite anquilosante, um tipo de doenga do tecido conjuntivo,
sugere que os eosindfilos também estdo envolvidos no processo
subjacente desta doenga (Feltelius et al., 1987). A granulomatose de
Wegener pode raramente estar presente com nodulos pulmonares,
derrame pleural, e eosinofilia periférica ([Krupsky et al., 1993)).

[0108] A eosinofilia do sangue periférico de pelo menos 400/mm?
pode ocorrer em 7% dos casos de esclerose sistémica, 31% dos casos
de esclerodermia localizada, e 61% dos casos de fascite eosinofilica
([Falanga e Medsger, 1987]). A esclerodermia produz um processo
inflamatorio muito semelhantes aos plexos de Auerbach e Meissner e
consiste de mastocitos e leucdcitos eosindfilos no sistema
gastrointestinal. As neurotoxinas derivadas de eosindfilos podem
contribuir para a disfungdo motora gastrintestinal, tal como ocorre na
esclerodermia ([de Schryver Kecskemeti e Clouse, 1989])).

[0109] A eosindfilia pode acompanhar a proliferacdo do tecido
conjuntivo localizada ([Bouros et al., 2002]) ou sistémica ([Varga e
Kahari de 1997]). Ela pode incitar a fibrose, inibindo a degradagao de
proteoglicanos em fibroblastos ([Hernnas et al., 1992]), e fibroblastos
mediarem a sobrevida de eosindfilos pela secrecdo de GM-CSF
([Vancheri et al., 1989]). Os eosindfilos podem ser encontrados em
tecidos de pdlipos nasais ([Bacherct et al. 2001]), bronquicos ([Arguelles
e Blanco, 1983]), e gastrointestinais ([Assarian e Sundareson, 1985]).
Da mesma forma, os eosindfilos podem estar localizados em
pseudotumores inflamatérios (tumor miofibroblastico). Os eosindfilos
frequentemente acompanham pseudotumores inflamatérios na regiao
orbital, neste caso a doenca pode mimetizar um angioedema ou uma

rinoconjuntivite alérgica ([Li et al., 1992]).
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[0110] A inflamagdo eosinofilica pode ser encontrada no trauma
tecidual (por exemplo, como resultado de cirurgia ou lesdo). A
inflamacéo eosinofilica também pode estar associada com doencas
cardiovasculares (por exemplo, miocardite eosinofilica, arterite
coronaria eosinofilica, a doenga isquémica do coragéo, infarto agudo do
miocardio, ruptura cardiaca). Os processos inflamatérios necréticos
podem também envolver a inflamagdo eosinofilica (polimiosite,
disseccdo da artéria coronaria, lesdes necrosantes da doencga neuro-
Behget, deméncia, infarto cerebral).

ALGUNS AGENTES TERAPEUTICOS

[0111] Um agente terapéutico para o tratamento da asma e outras
doencas pulmonares é fornecido no presente. Em um exemplo de
realizacdo, o agente terapéutico € um anticorpo anti-IL13, também
referido como lebrikizumab. O lebrikizumab como um anticorpo 1gGa.
Em um exemplo de realizagao, o anticorpo anti-IL13 compreende trés
CDRs de cadeia pesada, CDR-H1 (SEQ ID NO: 1), CDR-H2 (SEQ ID
NO: 2), e CDR-H3 (SEQ ID NO: 3). Em um exemplo de realizagao, o
anticorpo anti-IL13 compreende trés CDRs de cadeia leve, CDR-L1
(SEQ ID NO: 4), CDR-L2 (SEQ ID NO: 5), e CDR-L3 (SEQ ID NO: 6).
Em um exemplo de realizagao, o anticorpo anti-IL13 compreende trés
CDRs de cadeia pesada e trés CDRs de cadeia leve, CDR-H1 (SEQ ID
NO: 1), CDR-H2 (SEQ ID NO: 2), e CDR-H3 (SEQ ID NO: 3), CDR-L1
(SEQ ID NO: 4), CDR-L2 (SEQ ID NO: 5), e CDR-L3 (SEQ ID NO: 6).
Em um exemplo de realizagao, o anticorpo anti-IL13 compreende uma
regido variavel de cadeia pesada, VH, possuindo uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir das SEQ ID NOs: 7 e 8. Em um
exemplo de realizag&o, o anticorpo anti-IL13 compreende uma regiao
variavel de cadeia leve, VL, possuindo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 9. Em um exemplo de realizagédo, o anticorpo anti-IL13

compreende uma regiao variavel de cadeia pesada, VH, possuindo uma
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sequéncia de aminoacidos selecionada a partir das SEQ ID NOs: 7 e 8
e uma regido variavel de cadeia leve, VL, possuindo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9. Em um exemplo de realizagdo, o
anticorpo anti-IL13 compreende uma cadeia pesada possuindo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO.: 10 ou SEQ ID NO.: 11 ou
SEQ ID NO.: 12 ou SEQ ID NO.: 13. Em um exemplo de realizagao, o
anticorpo anti-IL13 compreende uma cadeia leve possuindo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. Em um exemplo de
realizacdo, o anticorpo anti-IL13 compreende uma cadeia pesada
possuindo a sequéncia de aminodacidos selecionada a partir da SEQ ID
NO: 10, SEQID NO: 11, SEQID NO: 12 e SEQ ID NO: 13 e uma cadeia
leve possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. Os
anticorpos anti-IL13 estdao adicionalmente descritos no Pedido
2005/062967.

[0112] Em outro aspecto, um anticorpo anti-IL-13 compreende uma
sequéncia do dominio variavel de cadeia pesada (VH) possuindo pelo
menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou
100% de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 8. Em alguns exemplos de realizagdo, uma sequéncia VH
possuindo pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% ou 99% de identidade contém substituicbes (por exemplo,
substituicdes conservadoras), insercdées ou delegcdes em relacdo a
sequéncia de referéncia, mas o anticorpo anti-IL-13 compreendendo tal
sequéncia de aminoacidos ainda mantém a capacidade de se ligar a IL-
13 humana. Em certos exemplos de realizagdo, um total de 1 a 10
aminoacidos foi(foram) substituido(s), alterado(s), inserido(s) ou
deletado(s) na SEQ ID NO: 8. Em certos exemplos de realizagéo, as
substituicdes, insercdes ou delegcdes ocorrem fora das CDRs (ou seja,
nas FRs). Opcionalmente, o anticorpo anti-IL-13 compreende a

sequéncia VH na SEQ ID NO: 8, incluindo modificagcbes pos-
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traducionais da referida sequéncia.

[0113] Em outro aspecto, é fornecido um anticorpo anti-IL-13, em
que o anticorpo compreende um dominio variavel de cadeia leve (VL)
possuindo, pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, ou 100% de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9. Em alguns exemplos de realizagdo, uma
sequéncia VL possuindo pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% de identidade contém substituicbes (por
exemplo, substituicbes conservadoras), insergbes ou delegbes em
relacdo a sequéncia de referéncia, mas o anticorpo anti-IL-13
compreendendo tal sequéncia de aminoacidos ainda mantém a
capacidade de se ligar a IL-13. Em certos exemplos de realizagdo, um
total de 1 a 10 aminoacidos foi(foram) substituido(s), inserido(s) ou
deletado(s) na SEQ ID NO: 9. Em certos exemplos de realizagéo, as
substitui¢cdes, insercdes ou delegcdes ocorrem fora das CDRs (ou seja,
nas FRs). Opcionalmente, o anticorpo anti-IL-13 compreende a
sequéncia VL na SEQ ID NO: 9, incluindo modificagdes pds-traducionais
da referida sequéncia.

[0114] Em outro exemplo de realizacdo, o anticorpo anti-IL-13
compreende uma regidao VL possuindo pelo menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, e uma
regidao VH possuindo pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8.

ALGUNS BIOMARCADORES MOLECULARES

[0115] Em certos casos, os biomarcadores, por exemplo,
biomarcadores séricos, sdo quantificados em uma amostra biolégica
obtida de um paciente como um meio para selecionar pacientes para o

tratamento com um determinado agente terapéutico. Os Pedidos US
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61/459760, US 61/465425, US 61/484650 e US 61/574485 (“Diagnosis
and Treatments Related to TH2 Inhibition”) descrevem um ensaio de
periostatina e métodos de selecdo de pacientes para tratamento com as
formulacdes de anticorpos anti-IL13 descritas no presente.

TECNICAS GERAIS PARA FORMULACOES

[0116] As formulagdes compreendendo anticorpos anti-IL13 podem
ser preparadas e analisadas utilizando determinados excipientes e
técnicas conhecidas na arte e adicionalmente descritas no presente. Em
determinados exemplos de realizacao, o anticorpo a ser formulado, ndo
foi submetido a liofilizacdo prévia e a formulagédo de interesse € uma
formulacdo aquosa. Em determinadas realizagdes, o anticorpo é um
anticorpo de comprimento total. Em um exemplo de realizagado, o
anticorpo na formulagdo € um fragmento de anticorpo, tal como um
F(ab’)2, no caso de surgir problemas em que ndo seja possivel a
ocorréncia do anticorpo de comprimento total (por exemplo, clipping do
anticorpo para Fab), que talvez precise ser abordado. A quantidade
terapeuticamente eficaz de anticorpo presente na formulagcdo é
determinada levando-se em conta, por exemplo, os volumes de
dosagem desejada e o(s) modo(s) de administracédo. A partir de cerca
de 0,1 mg/mL a cerca de 250 mg/mL, ou cerca de 10 mg/mL a cerca de
200 mg/mL; ou cerca de 50 mg/mL a cerca de 175 mg/mL € uma
concentragao de anticorpos exemplar na formulagdo. Em um exemplo
de realizagao, o anticorpo anti-IL13 é formulado a uma concentragao de
125 mg/mL. Em um exemplo de realizagdo, o anticorpo anti-IL13 é
formulado a uma concentracédo de 150 mg/mL.

[0117] Uma formulacdo aquosa € preparada compreendendo o
anticorpo em uma solucdo de pH tamponado. Em determinados
exemplos de realizagdo, o tampao da presente invengao tem um pH no
intervalo de aproximadamente 4,5 a 6,5. Em determinados exemplos de

realizacdo, o pH esta no intervalo de pH de 5,0 a 6,0, ou o pH esta no
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intervalo de 5,25 a 5,75, ou no intervalo de pH 5,3 a 5,6. Em certos
exemplos de realizagdo da presente invengao, a formulacdo tem um pH
5,6 ou proximo de 5,6. Em certos exemplos de realizacdo da presente
invencdo, a formulagdo tem um pH 5,7 ou préximo de 5,7. Em certos
exemplos de realizagdo da presente invengao, a formulacdo tem um pH
5,8 ou proximo de 5,8. Exemplos de tampdes que irdo controlar o pH
dentro desta faixa incluem tampdes acetato (por exemplo, acetato de
histidina, acetato de arginina, acetato de sodio), succinato (por exemplo,
succinato de histidina, succinato de arginina, succinato de sdédio),
gluconato, citrato e de outros acidos organicos e suas combinagdes. A
concentracao do tampao pode ser de cerca de 1 mM a cerca de 600
mM, dependendo, por exemplo, do tampao e a isotonicidade desejada
da formulagdo. Em alguns exemplos de realizagdo, o conteudo de
histidina esta na concentragcao de cerca de 5 mM a 40 mM. Em um
exemplo de realizacdo, o tampao é acetato de histidina a 20 mM, pH
5,7. Em alguns exemplos de realizac&o, o tampao é acetato de histidina
a 20 mM, pH 5,7.

[0118] Um tensoativo pode, opcionalmente, ser adicionado a
formulacao de anticorpo. Tensoativos exemplares incluem tensoativos
nao idnicos como polissorbatos (por exemplo, polissorbato 20, 80 etc)
ou poloxameros (por exemplo, poloxamer 188). A quantidade de
tensoativo adicionado € tal que reduz a agregacao do anticorpo
formulado e/ou minimiza a formagao de particulas na formulagéo e/ou
reduz a adsorgdo. Por exemplo, o tensoativo pode estar presente na
formulacdo em uma quantidade de cerca de 0,001% a cerca de 0,5%,
ou cerca de 0,005% a cerca de 0,2%, ou cerca de 0,01% a cerca de
0,1%. Em um exemplo de realizacéo, o tensoativo & polissorbato 20
presente na formulagédo em uma quantidade de 0,03%.

[0119] Em um exemplo de realizacdo, a formulagdo contém os

agentes identificados acima (por exemplo, anticorpos, tampdes, e
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tensoativo) e é essencialmente livre de um ou mais conservantes, tal
como alcool benzilico, fenol, m-cresol clorobutanol e cloreto de
benzetbnio. Em um exemplo de realizacdo, a formulacdo ndo contém
um conservante. Em outro exemplo de realizagdo, um conservante pode
ser incluido na formulacéo, especialmente quando a formulagcdo € uma
formulacdo multidose. A concentracdo do conservante pode estar na
faixa de cerca de 0,1% a cerca de 2%, ou cerca de 0,5% a cerca de 1
%. Um ou mais veiculos farmaceuticamente aceitaveis, excipientes ou
estabilizantes diferentes, tais como aqueles descritos em Remington's
Pharmaceutical Sciences 162 edi¢gdo, Osol, A. Ed. (1980) podem ser
incluidos na formulacdo fornecida contanto que eles ndo afetem as
caracteristicas desejadas da formulagdo. Veiculos, excipientes ou
estabiliazantes aceitaveis sdo atdoxicos para aqueles que os recebem
nas dosagens e concentracbes empregadas e incluem; agentes de
tamponamento adicionais, co-solventes; antioxidantes, incluindo o acido
ascorbico e metionina; agentes quelantes como o EDTA; complexos
metalicos (por exemplo, complexos zinco-proteina); polimeros
biodegradaveis tais como poliésteres; e/ou contra-ions formadores de
sal.

[0120] Embora as diversas descricdes de quelantes na presente
invengao se concentram frequentemente no EDTA, sera apreciado que
outros quelantes de ions metalicos também sejam abrangidos pela
invengdo. Quelantes de ions metalicos sdo bem conhecidos pelos
técnicos habeis no assunto e incluem, mas nao se limitam
necessariamente ao, aminopolicarboxilato, EDTA (acido
etilenodiaminotetracético), @EGTA  acido  (etilenoglicol-bis(beta-
aminoetiléter)-N,N,N',N'-tetraacético), NTA (acido nitrilotriacético),
EDDS (etileno diamina disuccinato), PDTA (acido 1,3-
propilenodiaminotetraacético), DTPA (acido

dietilenotriaminotetraacético), ADA (acido beta-alaninadiacético),
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MGCA (acido metilglicinadiacético), e etc. Além disso, alguns exemplo
de realizacdo da presente invengdo compreendem quelantes acidos
fosfonatos/fosfonico. Em determinados exemplos de realizagdo, a
formulacdo contém metionina.

[0121] Agentes de tonicidade, por vezes conhecidos como
“estabilizantes” estdo presentes para ajustar ou manter a tonicidade de
uma composicgao liquida. Quando utilizado com grandes biomoléculas
carregadas, tais como proteinas e anticorpos, eles sdo muitas vezes
designados de “estabilizadores”, pois podem interagir com 0s grupos
carregados das cadeias laterais dos aminoacidos, diminuindo desse
modo o potencial para interagdes inter- e intra-moleculares. Os agentes
de tonicidade podem estar presentes em qualquer quantidade entre
0,1% e 25%, em peso, ou 1 a 5%, levando-se em consideracao as
quantidades relativas dos outros ingredientes. Agentes de tonicidade
incluem alcodis de agucar poli-hidricos, tri-hidricos ou alcodis de agucar
superiores, tais como glicerina, eritritol, arabitol, xilitol, sorbitol e manitol.
[0122] Estabilizantes adicionais incluem uma ampla variedade de
excipientes, que variam em funcdo desde agentes de volume,
intensificadores de solubilidade, até agentes para a prevencido da
desnaturacdo ou da aderéncia as paredes do recipiente. Os
estabilizantes podem estar presentes no intervalo de 0,1 a 10.000 partes
em peso por parte de massa ativa de proteina ou anticorpo. Os
estabilizantes tipicos incluem: alcodis de agucar poli-hidricos
(enumerados acima); aminodacidos tais como alanina, glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina, lisina, ornitina, leucina, 2-fenilalanina,
acido glutamico, treonina, efc; agucares organicos ou agucar de alcoais,
tais como sacarose, lactose, lactitol, trealose, estaquiose, manose,
sorbose, xilose, ribose, ribitol, mioinisitose, mioinisitol, galactose,
galactitol, glicerol, ciclitol (por exemplo, inositol), polietileno-glicol;

enxofre contendo agentes redutores, tais como ureia, glutationa, acido
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tioctico, tioglicolato de sédio, tioglicerol, a-monotioglicerol e tiosulfato de
sddio; proteinas de baixo peso molecular, tais como albumina do soro
humano, albumina de soro bovino, gelatina ou imunoglobulinas; outros
polimeros hidrofilicos tais como polivinilpirrolidona; monossacarideos
(por exemplo, xilose, manose, glucose, frutose, dissacarideos (por
exemplo, lactose, maltose, sacarose); trissacarideos tais como a
rafinose, e polissacarideos tais como dextrano ou dextrina.

[0123] Tensoativos ndo ibnicos ou detergentes (também
conhecidos como “agentes umectantes”) estdo presentes para auxiliar
a solubilizar o agente terapéutico, bem como para proteger a proteina
terapéutica contra a agregacéo induzida pela agitagdo, que também
permite que a formulagdo seja exposta ao estresse de cisalhamento de
superficie sem causar a desnaturacdo da proteina ou anticorpo
terapéutico. Tensoativos ndo ibnicos podem estar presentes em um
intervalo de cerca de 0,05 mg/mL a cerca de 1,0 mg/mL,
preferencialmente cerca de 0,07 mg/mL a cerca de 0,2 mg/mL.

[0124] Tensoativos nao ibnicos adequados incluem polissorbatos
(20, 40, 60, 65, 80, etc), polioxameros (184, 188, etc), polidis Pluronic®,
Triton®, monoéteres de polioxietilenossorbitano (Tween® -20, Tween® -
80, etc), lauromacrogol 400, estearato de polioxil 40, éleo de ricino
hidrogenado polioxietileno 10, 50 e 60, monoestearato de glicerol, éster
de acido graxo de sacarose, metil celulose e carboximetil celulose.
Detergentes aniénicos que podem ser utilizados incluem lauril sulfato de
sodio, sulfossuccinato de sédio dioctila e sulfonato de sédio dioctila.
Detergentes catidnicos incluem o cloreto de benzalcénio ou cloreto de
benzetbnio.

[0125] Varias técnicas analiticas para medicao de estabilidade da
proteina estao disponiveis no estado da técnica e sao revistas em, por
exemplo: Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed.,

Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, Nova lorque, Pubs. (1991) e Jones,

Peticaio 870200114486, de 10/09/2020, pég. 53/104



48/88

A. Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (1993). A estabilidade pode ser
mensurada em uma temperatura selecionada por um periodo de tempo
selecionado. Em determinados exemplos de realizagao, a formulagao é
estavel a aproximadamente 40 °C por cerca de pelo menos 2-4
semanas, e/ou estavel a aproximadamente 5 °C por cerca de pelo
menos 3 meses, e/ou estavel a aproximadamente 5 °C por cerca de pelo
menos seis meses, e/ou estavel a aproximadamente 5 °C por cerca de
pelo menos 12 meses, e/ou estavel a aproximadamente -20 °C por cerca
de pelo menos 3 meses ou pelo menos 1 ano. Em determinados
exemplos de realizacdo, a formulacao é estavel a aproximadamente 25
°C por pelo menos 6 meses e/ou estavel a aproximadamente 25 °C por
12 meses, e/ou estavel a aproximadamente 5 °C por 6 meses, e/ou
estavel a aproximadamente 5 °C por 12 meses, e/ou estavel a
aproximadamente -20 °C por pelo menos 6 meses, e/ou estavel a
aproximadamente -20 °C por pelo menos 12 meses, e/ou estavel a 5 °C
ou -20 °C por pelo menos dois anos. Em determinados exemplos de
realizacdo, a formulagdo € estavel apés o congelamento (a, por
exemplo, -70 °C) e descongelamento da formulagao, por exemplo, apos
1, 2 ou 3 ciclos de congelamento e descongelamento. A estabilidade
pode ser avaliada qualitativamente e/ou quantitativamente de diversas
maneiras, incluindo a avaliagdo da formacéo de agregados (utilizando,
por exemplo, a cromatografia de exclusao por tamanho, pela medi¢ao
da turbidez, e/ou por inspecgao visual); avaliagdo da heterogeneidade de
carga utilizando a cromatografia de troca catidbnica ou eletroforese
capilar por focalizagao isoelétrica (icEF) ou eletroforese de zona capilar;
analise de sequéncia de amino-terminal ou carboxi-terminal; analise por
espectrometria de massa; analise por SDS-PAGE para comparagao
entre o anticorpo reduzido e intacto; mapa peptidico (por exemplo,
triptico ou LYS-C); avaliagao da atividade bioldgica ou fungao de ligacao

do anticorpo ao antigeno; etc. A instabilidade pode envolver uma ou
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mais dentre: A agregacao, desamidacéo (por exemplo, desamidagao da
Asn), oxidagdo (por exemplo, oxidacdo da Met), isomerizagdo (por
exemplo, isomerizagdo da Asp), clipping/hidrélise/fragmentagédo (por
exemplo, fragmentacdo da regido de dobradi¢a), formagdo de
succinimida, cisteina(s) ndo pareada(s), extensdo N-terminal,
processamento C-terminal, diferengas na glicosilagao, etc.

[0126] As formulagdes a serem utilizadas para administracao in vivo
devem ser estéreis. Isto é facilmente realizada por meio da filtragao
através de membranas de filtracao estéril, antes, ou apos a preparacao
da formulagéo.

[0127] Um agente terapéutico pode ser administrado de acordo com
métodos conhecidos, como a administragdo intravenosa em bolus ou
por infusdo continua durante um periodo de tempo, por via
intramuscular, intraperitoneal, intracerobrospinal, subcutanea, intra-
articular, intra-sinovial, intratecal, via oral, topica, ou por inalagao.
Opcionalmente, a administracdo pode ser efetuada pela infusdo como
mini-bombas  utilizando diversos dispositivos comercialmente
disponiveis.

[0128] A presente formulacdo também pode conter mais de um
composto ativo de acordo com a necessidade para a indicacao
especifica sendo tratada, preferencialmente aqueles com atividades
complementares que ndo sejam prejudiciais entre si. Alternativamente,
ou adicionalmente, a composicdo pode compreender um agente
citotoxico, citocina ou agente inibidor do crescimento. Tais moléculas
estdo adequadamente presentes na combinagdo em quantidades que
sao eficazes para o propésito pretendido.

[0129] Os ingredientes ativos podem também ser armazenados em
microcapsulas preparadas, por exemplo, através de técnicas de
coacervacao ou através de polimerizacado interfacial, por exemplo,

hidroximetilcelulose ou microcapsulas de gelatina e microcapsulas de
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poli-(metilmetacrilato), respectivamente, em sistemas de fornecimento
de drogas coloidais (por exemplo, lipossomos, microesferas de
albumina, microemulsdes, nano-particulas e nanocapsulas) ou em
macroemulsdes. Tais técnicas estdo descritas em Remington's
Pharmaceutical Sciences, 182 Edicao. supra.

[0130] Podem ser fabricadas preparagdes de liberacdo controlada.
Exemplos apropriados de preparagdes de liberagao prolongada incluem
matrizes semipermeaveis de polimeros hidrofébicos soélidos que
contenham o anticorpo, que se encontram na forma de artigos
moldados, por exemplo, filmes ou microcapsulas. Exemplos de matrizes
de liberagéo prolongada incluem poliésteres, hidrogéis (tais como poli-
(metacrilato de 2-hidroxietila) ou alcool poli-(vinilico)), poli-lactideos
(patente US 3.773.919), copolimeros de acido L-glutdmico e L-
glutamato de g etila, acetato de etilenovinila nao-degradavel,
copolimeros degradaveis de acido lactico e acido glicdlico, tal como
LUPRON DEPOT® (microesferas injetaveis compostas de copolimero
de acido lactico e acido glicdlico e acetato de leuprolide) e acido poli-D-
(-)-3-hidroxibutirico. A microencapsulagdo de proteinas recombinantes
para a liberagcdo controlada tem sido realizada com sucesso com
horménio do crescimento humano (rhGH), interferon-(rhiFN-),
interleucina-2, e MN rpg 120. Johnson et al., Nat. Med. 2: 795-799
(1996); Yasuda et al., Biomed. Ther. 27: 1221-1223 (1993); Hora et al.,
Bio/Technology 8: 755-758 (1990); Cleland, “Design and Production of
Single Immunization Vaccines Using Polylactide Polyglycolide
Microsphere Systems” Em: Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant
Approach, Powell & Newman, eds., (Plenum Press: Nova lorque, 1995),
pags. 439-462; WO 97/03692; WO 96/40072; WO 96/07399; e Patente
US 5.654.010.

[0131] As formulagbes de liberagdo controlada destas proteinas

podem ser desenvolvidas utilizando acido poli lactico coglicolico (PLGA)
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devido a sua biocompatibilidade e vasta gama de propriedades
biodegradaveis. Os produtos da degradacédo do PLGA, acidos lactico e
glicdlico, podem ser depurados rapidamente do corpo humano. Além
disso, a degradabilidade deste polimero pode ser ajustada de meses a
anos dependendo do seu peso molecular e composicdo. Lewis,
“Controlled release of bioactive agents from lactide/glycolide polymer”,
Em: Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems (Marcel Dekker;
Nova lorque, 1990), M. Chasin & R. Langer (Eds.) pags. 1-41.

[0132] Embora polimeros tais como etilenovinilacetato e acido
lactico-acido glicdlico permitam a liberacdo de moléculas por mais de
100 dias, certos hidrogéis liberam proteinas por periodos de tempo mais
curtos. Quando encapsulados, os anticorpos permanecem no corpo por
um longo periodo, eles podem desnaturar ou se agregarem como
resultado da exposicdo a umidade a 37 °C, resultando na perda da
atividade biologica e possiveis mudangas na imunogenicidade.
Estratégias racionais podem ser concebidas para a estabilizagao,
dependendo do mecanismo envolvido. Por exemplo, se é verificado que
mecanismo de agregacao é a formagao de pontes S-S intermoleculares
através do intercambio tio-dissulfeto, a estabilizacdo pode ser obtida
pela modificacdo de residuos sufidrila, liofilizagcdo de solugdes acidas,
controlando o conteudo de umidade, utilizando aditivos adequados e
desenvolvendo composi¢des de matriz polimérica especificas.

[0133] As composigdes lipossomais ou proteindides também podem
ser usadas para formular as proteinas ou anticorpos descritos na
presente invengao. Ver as Patentes US 4.925.673 e US 5.013.556.
[0134] A estabilidade das proteinas e anticorpos descritos na
presente invengao pode ser aumentada por meio da utilizacdo de “sais
de metais polivalentes soluveis em agua” atdxicos. Exemplos incluem
Ca?*, Mg?*, Zn?*, Fe?*, Fe3*, Cu?*, Sn?*, Sn**, AlI** e AI**. Exemplo &nions

que podem formar sais soluveis em agua com os cations metalicos
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polivalentes acima incluem aqueles que sao formados a partir de acidos
inorganicos e/ou acidos organicos. Tais sais soluveis em agua tem uma
solubilidade em agua (a 20 °C) de cerca de pelo menos 20 mg/mL,
alternativamente pelo menos cerca de 100 mg/mL, alternativamente
pelo menos cerca de 200 mg/mL.

[0135] Os acidos inorganicos adequados que podem ser utilizados
para formar os “sais de metais polivalentes soluveis em agua” incluem
o acido cloridrico, acético, sulfurico, tiocianico, nitrico e acido fosfoérico.
Acidos organicos adequados que podem ser usados incluem o acido
carboxilico alifatico e acidos aromaticos. Os acidos alifaticos dentro
desta definicdo podem ser definidos como acidos carboxilicos alifaticos
Cog9 saturados ou insaturados (por exemplo, mono-, di- e tri-
carboxilicos). Por exemplo, exemplos de acidos monocarboxilicos
dentro desta definicdo incluem os acidos monocarboxilicos Coog
saturados acetico, propridnico, butirico, valérico, caproico, pelargdnico,
enantico caprilico e capridnico, e os acidos monocarboxilicos Cao9
insaturados acrilico, propridlico metacrilico, croténico e isocroténico.
Exemplos de acidos dicarboxilicos incluem os acidos dicarboxilicos Co-
g9 saturados maldnico, succinico, glutarico, adipico e pimeélico, enquanto
os acidos dicarboxilicos C29 insaturados incluem os acidos maléico,
fumarico, citracénico e mesacoénico. Exemplos de acidos tricarboxilicos
incluem os acidos tricarboxilicos Cz.9 saturados tricarbalilico e 1,2,3-
butanotricarboxilico. Além disso, os acidos carboxilicos da presente
definicdo também podem conter um ou dois grupos hidroxila para formar
acidos hidroxi carboxilicos. Exemplos de acidos hidroxi-carboxilicos
incluem os acidos glicdlico, lactico, glicérico, tartrbnico, malico tartarico
e citrico. Acidos aromaticos dentro desta definicdo incluem &cido
benzadico e acido salicilico.

[0136] Os sais de metais polivalentes soluveis em agua comumente

empregados que podem ser utilizados para ajudar a estabilizar os
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polipeptideos encapsulados da presente invencédo incluem, por
exemplo: (1) os sais metalicos de acidos inorganicos de halogenetos
(por exemplo, cloreto de zinco, cloreto de calcio), sulfatos, nitratos,
fosfatos e tiocianatos, (2) os sais metalicos de acidos carboxilicos
alifaticos (por exemplo, acetato de calcio, acetato de zinco, calcio,
glicolato, propionato de zinco, lactato de calcio, lactato de zinco e
tartarato de zinco), e (3) os sais metalicos de acidos carboxilicos
aromaticos de benzoatos (por exemplo, benzoato de zinco) e salicilatos.
[0137] Em certos exemplos de realizacdo, um anticorpo anti-IL13 é
administrado utilizando, por exemplo, um dispositivo de autoinjencéo,
dispositivo autoinjetor ou outro dispositivo concebido para a
autoadministracdo. Em determinados exemplos de realizagdo, um
anticorpo anti-IL13 é administrado utilizando, por exemplo, um
dispositivo de autoinjecéo, dispositivo autoinjetor, ou outro dispositivo
concebido para a autoadministragao. Varios dispositivos de autoinjegao
e administragdo subcutanea, incluindo dispositivos autoinjetores, sao
conhecidos no estado da técnica e estao disponiveis comercialmente.
Exemplos de dispositivos incluem, mas nao estéo limitados a, seringas
pré-carregadas (por exemplo, BD HYPAK SCF®, READYFILL® e
STERIFILL SCF® da Becton Dickinson; seringas pré-carregadas de
copolimeros CLEARSHOT® da Baxter; e seringas pré-carregadas
Daikyo Seiko CRISTAL ZENITH® disponivel pela West Pharmaceutical
Services); dispositivos de injegao descartaveis, tais como Pen BD da
Becton Dickinson, dispositivos ultra-afiados e com microagulhas (como
o INJECT-EASE® e dispositivos de microinfusdo da Becton Dickinson,
e o H-PATCH® disponivel pela Valeritas), bem como dispositivos de
injecdo sem agulha (tal como o BIOJECTOR® e IJECT® disponivel a
partir da Bioject; e dispositivos SOF-SERTER® e adesivos disponiveis
pela Medtronic). Alguns exemplos de realizacdo de dispositivos de

administragdo subcutanea estdo descritos adicionalmente no presente.
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Sao previstas coformulagdes ou a coadministragdo de um anticorpo
anti-IL13 com pelo menos um segundo composto terapéutico com esses
dispositivos de autoinjegdo ou dispositivos de administragao
subcutanea.

METODOS RECOMBINANTES

[0138] Os anticorpos podem ser produzidos utilizando métodos e
composicdées recombinantes, por exemplo, conforme descrito na
Patente US 4.816.567. Em um exemplo de realizacdo, é fornecido o
acido nucleico isolado que codifica um anticorpo anti-IL13 descrito na
presente invencdo. Tal acido nucleico pode codificar uma sequéncia de
aminoacidos compreendendo VL e/ou a sequéncia de aminoacidos
compreendendo VH do anticorpo (por exemplo, cadeias leves e/ou
pesadas do anticorpo). Em um exemplo de realizagdo adicional, um ou
mais vetores (por exemplo, vetores de expressao) compreendendo tal
acido nucleico é(séo) fornecido(s). Em um exemplo de realizagao
adicional, é fornecida uma célula hospedeira compreendendo o referido
acido nucleico. Em tal exemplo de realizagdo, uma célula hospedeira
compreende (por exemplo, foi transformada com): (1) um vetor
compreendendo um acido nucleico que codifica uma sequéncia de
aminoacidos que compreende a VL do anticorpo e uma sequéncia de
aminoacidos que compreende a VH do anticorpo, ou (2) um primeiro
vetor compreendendo um acido nucleico que codifica uma sequéncia de
aminoacidos que compreende a VL do anticorpo e um segundo vetor
compreendendo um &cido nucleico que codifica uma sequéncia de
aminoacidos que compreende a VH do anticorpo. Em um exemplo de
realizacao, a célula hospedeira € eucarittica, por exemplo, uma célula
de ovario de hamster chinés (CHO) ou célula linfoide (por exemplo,
célula YO, NSO, SP20). Em um exemplo de realizacao, é fornecido um
método de produzir um anticorpo anti-IL13, em que o método

compreende a cultura de uma célula hospedeira compreendendo um
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acido nucleico que codifica o anticorpo, tal como estabelecido acima,
sob condicbes adequadas para a expressao do anticorpo, e,
opcionalmente, a recuperacgao do anticorpo a partir da célula hospedeira
(ou meio de cultura das células hospedeiras).

[0139] Para a producao recombinante de um anticorpo anti-IL13, o
acido nucleico codificante de um anticorpo, por exemplo, conforme
descrito acima, é isolado e inserido em um ou mais vetores para
clonagem adicional e/ou para a expressao em uma célula hospedeira.
O dito acido nucleico pode ser facilmente isolado e sequenciado
utilizando procedimentos convencionais (utilizando, por exemplo,
sondas de oligonucleotideos que sao capazes de se ligar
especificamente a genes que codificam as cadeias pesada e leve do
anticorpo).

[0140] As células hospedeiras adequadas para clonagem ou
expressao de vetores codificantes de anticorpos incluem células
procariéticas ou eucaridticas descritas na presente invencao. Por
exemplo, os anticorpos podem ser produzidos em bactérias,
particularmente quando a glicosilagao e a fungao efetora de Fc ndo séo
necessarias. Para a expressdo de fragmentos de anticorpos e
polipeptideos em bactérias, vide, por exemplo, as Patentes US
5.648.237, US 5.789.199 e US 5.840.523. (Vide também Charlton,
Methods in Molecular Biology, vol. 248 (B.K.C. Lo, Ed., Humana Press,
Fairfield, NJ, 2003 ), pags 245-254, descrevendo a expressido de
fragmentos de anticorpos em E. coli). Apds a expressao, o anticorpo
pode ser isolado a partir da pasta celular de bactérias em uma fracéo
soluvel e pode ser adicionalmente purificado.

[0141] Além dos procariotos, os microbios eucariotos como fungos
filamentosos ou leveduras sao hospedeiros adequados para clonagem
ou expressao de vetores codificantes de anticorpos, incluindo as cepas

de fungos e leveduras cujas vias de glicosilagdo foram “humanizadas”,
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resultando na produgao de um anticorpo com um padrao de glicosilacéo
parcial ou totalmente humano. Vide, Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-
1414 (2004), e Li et al., Nat. Biotech. 24:210-215 (2006).

[0142] Células hospedeiras adequadas para a expressado de
anticorpos glicosilados podem ser derivadas de organismos
multicelulares (invertebrados e vertebrados). Exemplos de células de
invertebrados incluem células de vegetais e de insetos. Foram
identificadas numerosas cepas de baculovirus que podem ser utilizadas
em conjunto com células de insetos, particularmente para transfecgéo
de células de Spodoptera frugiperda.

[0143] Culturas de células vegetais podem também ser utilizadas
como hospedeiros. Vide, por exemplo, as Patentes US 5.959.177, US
6.040.498, US 6.420.548, US 7.125.978 e US 6.417.429 (descrevendo
a tecnologia PLANTIBODIES® para produgdo de anticorpos em plantas
transgénicas).

[0144] Células de vertebrados também podem ser utilizadas como
hospedeiros. Por exemplo, a linhagem de células de mamiferos que sdo
adaptadas para crescerem em suspensao pode ser util. Exemplos de
linhagens de células hospedeiras de mamiferos uteis séo; linhagem
CV1 de rim de macaco transformadas por SV40 (COS-7); linhagem de
rim embriénico humano (293 ou células 293 conforme descrito em
Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células rim de hamster
neonato (BHK), células de Sertoli de camundongo (células TM4
conforme descrito, por exemplo, em Mather, Biol. Reprod 23:243-251
(1980)); células de rim de macaco (CV1); células de rim de macaco
verde africano (VERO-76); células humanas de carcinoma cervical
(HeLa); células de rim de cao (MDCK); células do figado de rato bufalo
(BRL 3A); células pulmonares humanas (W138); células de figado
humano (Hep G2); tumor mamario de camundongo (MMT 060562);.
células TRI, conforme descrito, por exemplo, em Mather et al, Annals
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NY Acad.Sci. 383:44-68 (1982); células MRC 5; e células FS4. Outras
linhagens de células hospedeiras de mamiferos uteis incluem a célula
de ovario de hamster chinés (CHO), incluindo células CHO" - DHFR
(Urlaub et al, Proc Acad Nat. Sci USA 77:4216 (1980)) e linhagem de
células de mieloma, como NSO e Sp2/0. Para uma revisdo de certas
linhagens de células hospedeiras de mamiferos adequadas para a
producao de anticorpos, vide, por exemplo, Yazaki e Wu, Methods in
Molecular Biology, vol. 248 (B.K.C. Lo, Ed., Humana Press, Fairfield, NJ,
pags 255-268 (2003).

ENSAIOS

[0145] Os anticorpos anti-IL13 fornecidos na presente invengéo
podem ser identificados, rastreados, ou caracterizados por suas
propriedades fisicas/quimicas e/ou atividades bioldgicas por varios
ensaios conhecidos no estado da técnica.

ENSAIOS DE LIGACAO E OUTROS ENSAIOS

[0146] Em um aspecto, um anticorpo anti-IL13 € testado quanto a
sua atividade de ligagao ao antigeno, por exemplo, por métodos
conhecidos, como o ELISA, Western blot, e etc.

[0147] Em outro aspecto, podem ser utilizados ensaios de
competicao para identificar um anticorpo que compete com o anticorpo
anti-IL13 para a ligagao a IL13. Em determinados exemplos de
realizacéo, tal anticorpo competidor se liga ao mesmo epitopo (por
exemplo, uma cadeia linear ou um epitopo conformacional) ao qual o
anticorpo lebrikizumab ou outro anticorpo anti-IL13 especificado no
presente se liga. Métodos exemplares detalhados para o mapeamento
de um epitopo ao qual um anticorpo se liga sdo fornecidos em Morris
(1996) “Epitope Mapping Protocols,” Em Methods in Molecular Biology,
vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ).

[0148] Em um ensaio de competicdo exemplar, a IL13 imobilizada

€ incubada com uma solugcdo compreendendo um primeiro anticorpo
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marcado que se liga a IL13 (por exemplo, o lebrikizumab) e um segundo
anticorpo ndo marcado que estd sendo testado quanto a sua
capacidade de competir com o primeiro anticorpo para se ligar a IL13.
O segundo anticorpo pode estar presente em um sobrenadante de
hibridoma. Como controle, a IL13 imobilizada € incubada com uma
solugao compreendendo o primeiro anticorpo marcado, mas nao o
segundo anticorpo ndo marcado. Apds a incubagdo sob condigdes
permissivas para a ligagao do primeiro anticorpo a IL13, o excesso de
anticorpo nao ligado € removido, e a quantidade de marcador associado
com a IL13 imobilizada é mensurada. Se a quantidade de marcador
associado com a IL13 imobilizada for substancialmente reduzida na
amostra teste em relagdo a amostra controle, entdo isso indica que o
segundo anticorpo compete com o primeiro anticorpo pela ligagao a
IL13. Vide Harlow e Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual,
capitulo 14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).
ENSAIOS DE ATIVIDADE

[0149] Em outro aspecto, os ensaios sido fornecidos para a
identificagcdo de anticorpos anti-IL13 possuindo atividade biologica. A
atividade bioldgica pode incluir, por exemplo, atividade sobre a asma.
Anticorpos possuindo tal atividade bioldgica, in vivo e/ou in vitro também
sdo fornecidos. Em alguns exemplos de realizagdo, um anticorpo da
invencao é testado para verificar tal atividade bioldgica.

ARTIGOS MANUFATURADOS E KITS

[0150] E fornecido um artigo de manufatura que contém a
formulacéo e fornece instrugdes para a sua utilizagcdo. Este artigo de
manufatura compreende um recipiente. Os recipientes adequados
incluem, por exemplo, garrafas, frascos (por exemplo, frascos de
camara dupla), seringas (tal como seringas de camara unica ou de duas
camaras) e tubos de ensaio. O recipiente pode ser formado a partir de

uma série de materiais como o vidro ou plastico. O recipiente armazena
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a formulacdo e um rétulo sobre o recipiente, ou associado ao recipiente,
pode indicar as instrucdes para reconstituicdo e/ou uso. A etiqueta pode
ainda indicar que a formulacdo é util ou destinada a administracao
subcutédnea. O recipiente que armazena a formulagdo pode ser um
frasco multiuso, que permite administracdes repetidas (por exemplo, de
2 a 6 administragcbes) da formulagdo reconstituida. O artigo de
manufatura pode compreender ainda um segundo recipiente
compreendendo um diluente adequado (por exemplo, BWFI). Apés a
mistura do diluente e da formulacao liofilizada, a concentracdo de
proteina final na formulagdo reconstituida sera geralmente de pelo
menos 50 mg/mL. O artigo manufaturado pode incluir adicionalmente
outros materiais desejaveis do ponto de vista comercial e do usuario,
incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas e seringas e bulas
com instrugdes para uso.

[0151] Em determinados exemplos de realizacéo, é fornecido um
artigo manufaturado que compreende um dispositivo de administracéo
subcutadnea que proporciona a um paciente uma dose fixa de um
anticorpo anti-IL13, em que a dose fixa é de, por exemplo, mas nao se
limitando a, 37,5 mg, 75 mg, ou 125 mg, ou 150 mg. Em determinados
exemplos de realizacdo, o anticorpo anti-IL13 é o lebrikizumab. O
anticorpo anti-IL 13 no dispositivo de administracdo subcutdanea é
formulado em um tampéo, por exemplo, hitidina em pH 5,7, e outros
excipientes, por exemplo, sacarose e polisorbato, de modo que ele é
fornecido em uma formulagdo farmacéutica estavel. Em alguns
exemplos de realizagado, o dispositivo de administragdo subcutanea é
uma seringa pré-carregada, que compreende um tubo de vidro com uma
agulha e, opcionalmente, um protetor da agulha e também,
opcionalmente, um dispositivo que protege a agulha. Em certos
exemplos de realizagéo, o volume contido na seringa € de 0,5 mL, 1 mL,

1,5 mL ou 2,0 mL ou aproximadamente 0,5 mL, aproximadamente 1 mL,
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aproximadamente 1,5 mL, ou aproximadamente 2,0 mL. Em certos
exemplos de realizagdo, a agulha é uma agulha incorporada que
compreende uma ponta com bisel trifacetado ou uma ponta com bisel
de 5 facetas. Em certos exemplos de realizagdo, a agulha tem um
calibre entre 25 gauge (G) e 30G. Em alguns exemplos de realizacao, a
agulha possui entre 1/2 polegada de comprimento e 5/8 de polegada de
comprimento. Em um exemplo de realizagdao, o dispositivo de
administracdo subcutanea compreende uma seringa de 1,0 mL de vidro
borosilicato com baixo teor de tungsténio (tipo ) pré-carregada e uma
agulha incorporada de ago inoxidavel com bisel de 5 facetas 27G com
1/2 polegada de comprimento de parede fina. Em alguns exemplos de
realizacao, o dispositivo de administracdo subcutdnea compreende um
protetor de agulha rigido. Em alguns exemplos de realizagéo, o protetor
da agulha rigido compreende uma formulagédo de borracha com baixo
teor de zinco, por exemplo, FM27/0 (Daetwyler) e compreende um
protetor rigido de polipropileno. Em certos exemplos de realizacéo, a
haste do émbolo compreende um émbolo de borracha. Em alguns
exemplos de realizacdo, o émbolo de borracha compreende borracha
4023/50 e revestimento de FluroTec® etileno-tetrafluoroetileno (ETFE)
(West Pharmaceutical Services, Inc.). Em certos exemplos de
realizacao, o dispositivo de administragao subcutanea compreende um
dispositivo de seguranca para a agulha. Dispositivos de seguranca para
a agulha exemplares incluem, mas nao estao limitados a, Ultrasafe
Passive® Needle Guard X100L (Safety Syringes, Inc.) e Rexam Safe n
Sound® (Rexam).

[0152] Dispositivos adicionais apropriados para entrega subcutanea
incluem, por exemplo, mas nao se limitando a, um dispositivo de injecéo
tal como o dispositivo INJECT-EASE® e GENJECT®; uma bomba de
infusdo tal como ACCU-CHECK®; uma caneta de injegéo, tal como a
GENPEN®, um dispositivo sem agulha tal como MEDDCTOR® e
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Biojector®; um autoinjetor e um sistema de entrega subcutidnea em
pachs.

[0153] Os kits compreendem normalmente o recipiente descrito
acima e um ou mais recipientes adicionais compreendendo materiais
desejaveis do ponto de vista comercial e do usuario, incluindo tampdes,
diluentes, filtros, agulhas, seringas e bulas com instrugdes de uso. Um
rétulo pode estar presente no recipiente para indicar que a composicéo
€ utilizada para uma terapia especifica.

EXEMPLOS

[0154] Os seguintes sao exemplos das formulagcbes e métodos da
presente invengao. Entende-se que diversas outras realizacdes podem
ser praticadas, dada a descrigao geral fornecida acima.

EXEMPLO 1

MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS E PROCEDIMENTOS DE PREPARACAO DE AMOSTRAS

[0155] Exceto para o anti-IL13, que € um anticorpo monoclonal IgGs
humanizado, todos os outros anticorpos utilizados nos experimentos
descritas abaixo foram anticorpos monoclonais IgG1 humanizados. Os
anticorpos monoclonais foram expressos na linhagem de células de
ovario de hamster chinés (CHO), e purificados por meio de uma série
de etapas de cromatografia convencional, incluindo em proteina A e
métodos de cromatografia de troca iénica. Os anticorpos purificados
foram obtidos como solugdes concentradas a partir de filtragao de fluxo
tangencial com tampdes de solugdes e estabilizantes adicionados.
Estas foram as solugdes estoque dos anticorpos utilizados como
materiais de partida para os estudos descritos abaixo.

[0156] Estes materiais de partida estoques de anticorpo monoclonal
(mAb) foram armazenados a 2-8 °C até a sua utilizagdo. A preparacéo
adicional de solugdes de mAb incluiu a dialise contra tampao de baixa

forga ibnica e filtragdo através de filtros de 0,22 ym de PVDF (fluoreto
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de polivinilideno) modificado (Millipore Steriflip, Millipore Corp, MA) para
remover grandes particulas. Tipicamente, foram obtidas concentragdes
de mAb de 140-150 mg/mL apds a dialise. Para se obter concentragcbes
mais elevadas de mAb, 10 mL de mAb foi concentrado com
concentradores para centrifuga Amicon Centriprep YM30 (Millipore
Corp, MA) centrifugados a 2700 rpom. As concentragdes finais de mAb
nas preparagdes dialisadas e concentradas por centrifugagcdo foram
determinadas usando dilui¢des gravimétricas e absorvidade a 280 nm
(A280) e a medigdo da absorcdo de UV a 280 nm utilizando um
espectrofotbmetro de arranjo de diodos Agilent diode array
Spectrophotometer modelo 8453 com uma cuveta de quartzo com 1 cm
de percurso. Os coeficientes de extingdo foram determinados pela
analise quantitativa de aminoacidos.

[0157] As solugcdbes de anticorpos monoclonais para o0s
experimentos de dispersao de luz foram preparadas em frascos de
cintilagdo de 20 mL sobre 0,5-275 mg/mL por diluicdo gravimétrica de
concentragdes conhecidas da solucao estoque em uma camara de fluxo
laminar. Todos os frascos de cintilagdo foram cuidadosamente limpos
com agua deionizada e secos e uma corrente de gas de nitrogénio
comprimido filtrado. Antes da adi¢cao das solugdes de proteinas, todas
as solugdes tampéo e reagentes foram adicionalmente filtradas através
de filtros de 0,10 ym Whatman Anotop 25. Apdés a preparagao ou
diluicdo das amostras, as solugdes de mAb foram misturadas até a
homogeneidade e deixadas atingir o equilibrio térmico e quimico a
temperatura ambiente controlada durante 2 horas. As solugcdes de
proteinas foram centrifugadas em temperatura ambiente durante 20-30
minutos, a 3000 rpm para remover poeira e bolhas eventuais a partir
das solugbes anteriores para usar no ensaio de dispersdo de luz. As
solugbes de concentragdo mais elevada (mAb > 170 mg/mL) foram

centrifugadas durante periodos de tempo maiores até que o sinal de
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dispersdo de luz mostrasse um minimo de ruido. As superficies
exteriores dos frascos de cintilagdo foram ligeiramente revestidas com
oleo de silicone para diminuir a dispersao indesejada a partir de defeitos
nas superficies dos frascos. As amostras preparadas conforme descrito
acima foram colocadas diretamente no instrumento de dispersao de luz
para as medicoes.

DETERMINACAO DE B POR DISPERSAO DE LUZ MULTI-ANGULO

[0158] A preparacédo da amostra para o ensaio de dispersao de luz
utilizou 20 mL de frascos com tampas em septo revestidas com Teflon®
que foram limpos com agua MilliQ e secos sob uma corrente de gas
nitrogénio filtrado. Amostras de varias concentragbes foram preparadas
tomando um volume adequado da solugcao de mAb a aproximadamente
80 mg/mL, diluindo primeiro a cerca de 8 mg/mL com o tampao
apropriado e, em seguida, realizando uma diluigédo final com 20 mL de
tampao filtrado em filtro de 0,2 ym. Um total de oito concentracdes de
proteina (0,05-1,1 mg/mL de mAb) para cada uma das condigbes de
tampao foram equilibradas durante 14-18 horas em temperatura
ambiente antes de iniciar as medi¢des. Todas as medi¢des foram feitas
como uma seérie de solucdes de concentragdes crescentes de proteina,
com cada ensaio realizado em triplicatas. Um desgaseificador de
solvente Agilent e bomba isocratica (Agilent, Palo Alto, CA), com um
filtro de 25 mm Millipore (Millipore, Billerica, MA), (PVDF, 0,1 mM), foram
utilizados com uma velocidade de fluxo constante de 0,5 mL/min. A
injecdo da amostra foi automatizada com uma unidade de
manuseamento de liquidos GX281 Gilson (Gilson, Inc., Middleton WI)
configurada com uma alca de injecdo de 2 mL e um micro-filtro Wyatt
Technology Deutschland em linha com 0,1 um, com membrana de
PVDF 10 mM. As medig¢des da concentragao e disperséo de luz foram
realizadas em série, com um detector UV Agilent MWD medindo a 280

nm, seguindo pelo uso de um detector EOS MALS de 18 angulos (Wyatt
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Technology Corporation, Santa Barbara, CA) com ganho reduzido a
21x. Os dados foram adquiridos e processados pelo software Astra®
4.90.07 (WTC), com uma analise mais aprofundada conduzida pela
exportagcdo dos resultados repartidos. Graficos da K*c/R (6=0)/K*c/ ou
1/Mwapp VS concentragdo com regresséo linear de ajuste dos dados para
formar um declive = 2B», e uma intercepcao de 1/Mwo, 0 peso molecular
médio ponderal na dilui¢do infinita.

DISPERSAO DE LUZ ESTATICA (SLS) MuLTi ANGULO EM ALTA

CONCENTRACAO

[0159] Um detector de dispersao de luz EOS Dawn de 18 angulos
690 nm) da Wyatt

Technology (Santa Barbara, CA) foi usado para todas as medigdes de

com laser em estado solido de 30 mW (A

dispersao de luz estatica, com um controlador de temperatura Peltier
arrefecido a agua ajustado a 23 °C. O instrumento foi calibrado com
Tolueno 99,9% (grau de cromatografia). Para um experimento em frasco
de cintilagdo tipico, um ajuste do ganho do detector de 1x foi usado para
todos os fotodiodos, com angulos fixos de 38" a 148°. Uma vez que o
raio de giro (Rg) do anti-CD11a é inferior a 10 nm, uma solugao diluida
(1-2 mg/mL) de anticorpos anti-CD11a foi usada em cada concentragéo
de sal para normalizar a dependéncia angular dos fotodiodos em
relagcdo ao detector a 90° usando um ajuste do ganho do detector de
fotodiodo em 21x no final de cada experimento. A medicdo da
intensidade de dispersao de luz estatica foi conduzida como uma funcgéo
da concentragdo de mAb de 0,5 mg/mL a 275 mg/mL, e como uma
fungao da concentragcdo de NaCl (0-600 mM). Os dados de dispersao
para cada amostra/frasco foram coletados ao longo de um intervalo de
5-10 minutos com uma frequéncia de coleta de dados de 12
pontos/minuto. O software Astra 4.90.07 (Wyatt Technology
Corporation, Santa Barbara, CA) foi utilizado para adquirir e processar

os dados de dispersao de luz estatica, com um valor dn/dc de 0,185
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aplicado aos calculos que podem ser exportados como resultados
partidos. Uma analise e calculos adicionais com os resultados
exportados foram realizados no Microsoft Excel, Origin v7.5, e MATLAB
R14. Para os dados de dispersao de luz em alta concentracédo, muitas
vezes era mais facil interpretar os resultados no formato Mwapp VS
concentracdo de mADb, em que o aumento do peso molecular
correspondia com a presenca de autoassociagao reversivel dependente
de concentragdo. (Vide, por exemplo, Scherer, T. M., et al. The Journal
of Physical Chemistry B 114(40): 12948-12957 (2010); Minton, A. P., J
Pharm Sci 96(12): 3466-9 (2007); Minton, A. P. Biophysical Journal
93(4): 1321-1328 (2007).

TURBIDEZ POR ESPECTROSCOPIA UV

[0160] As turvacodes das solucdes de proteina avaliadas a partir dos
experimentos de dispersao de luz em alta concentracido de para as
solugdes de proteinas a partir do experimento de sele¢cdo de pH (como
descrito abaixo) foram mensuradas em temperatura ambiente utilizando
um Espectrofotometro Agilent 8453. A turbidez foi calculada como a
meédia da densidade 6ptica no comprimento de onda de 350 nm, em que
a soma dos valores de absorbancia durante o intervalo de comprimento
de onda de 340 nm a 360 nm em incrementos de 5 nm foi dividido por
5. As medicdes de solucdes de proteina foram realizadas em uma
cuveta de quartzo de pequeno volume de 1 cm de comprimento de
trajetoria. A absorbancia a 690 nm também foi registrado.

CARACTERIZACAO DA TEMPERATURA DE FUSAO (TM) POR CALORIMETRIA DE

VARREDURA DIFERENCIAL (DSC) CAPILAR

[0161] A estabilidade conformacional térmica da proteina foi
avaliada utilizando um Calorimetro de Varredura Diferencial capilar
MicroCal. Os mAbs foram diluidos para 1 mg/mL em tampao.
Quinhentos microlitros da proteina e seu tamp&o correspondente foram

carregados em uma placa de 96 pocos. A capacidade de calor foi

Peticaio 870200114486, de 10/09/2020, pég. 71/104



66/88

monitorada conforme a medida que a temperatura aumentava de 15
para 95 °C a uma velocidade de varredura de 60 °C/hr. O VPViewer
2000 Cap DSC foi utilizado para obter os dados e o programa MicroCal,
LLC DSC foi utilizado para analisar os dados. Vide Yadav, S. et al., J
Pharm Sci. 99(3):1152-68 (2010).

NEFELOMETRIA

[0162] As medi¢gdes nefelométricas foram feitas usando um
turbidimetro HACH (Modelo 2100AN IS) com detecc¢do de 90 graus de
intensidade de disperséo. O detector foi calibrado com solucéo estoque
de padrdao Formazina 4000 NTU (Unidades Nefelométricas de
Turbidez), com 0-0,5 concentragdo padrao de turbidez relativa. As
amostras foram colocadas em cuvetas e mensuradas em duplicatas
relatando a NTU média da amostra.

REOLOGIA

[0163] As viscosidades de amostras foram mensuradas com um
redbmetro MCR300 (Anton Paar, Ashland, VA) usando um sistema de
medi¢do em cone e placa. As amostras foram carregadas na placa de
medicao inferior e foram deixadas para entrar em equilibrio térmico a 25
°C. Um coletor de solvente foi utilizado para prevenir a evaporagao do
solvente. A amostra passou por dois ciclos de varreduras de taxa de
cisalhamento (cada ciclo inclui um aumento de 10 seg’ a 1000 seg™,
segurando a 1000 seg™" por 1 minuto, diminuigao de 1000 seg™' para 10
seg™!). H4 um tempo de repouso de 1 minuto entre os ciclos. O valor
registrado € a média das duas varreduras da taxa de cisalhamento de
uma amostra de 1000 seg™'. A barra de erro representa o desvio padrio
das duas corridas em unidades de miliPascal/segundos (mPas). A
amostra estava sob tens&o de cisalhamento por 2 minutos no total para
1000 seg'. Escolhemos 1000 seg', porque a viscosidade &
relativamente independente das taxas de cisalhamento neste intervalo

(200 seg' < taxa de cisalhamento < 2000 s'). A diferenca de
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viscosidade entre duas aliquotas de uma amostra foi de + 0,5 mPa a
1000 seg™'. A duragdo de medigdo de cada taxa de cisalhamento foi
otimizada utilizando o software US200 (Anton Paar, Ashland, VA).
DETERMINACAO DA TEMPERATURA DE NUVEM

[0164] Para um sistema que sofre separacdo de fases liquido-
liquido (LLPS), a diminuigdo da temperatura pode resultar na formagéo
de goticulas de uma fase liquida em outra fase. A temperatura a que
essas goticulas sdo formadas é denominada de temperatura de nuvem,
e pode ser determinada experimentalmente ou por microscopia ou pelo
monitoramento da transmissibilidade da solucido. Para os experimentos
descritos aqui, a temperatura de nuvem foi determinada pelo
monitoramento da perda de transmissibilidade a 600 nm em funcao da
temperatura em um espectrofotometro Aviv 14DS (Aviv biomédica,
Lakewood, NJ). Uma cuveta quadrada de 5 mm de didmetro foi
preenchida com cerca de 0,6 mL da solugao de anticorpo. A temperatura
foi diminuida de 25 °C para 0 °C em etapas de 0,5 °C, utilizando um
refrigerador termoelétrico. A amostra foi equilibrada durante 10 minutos
em cada temperatura antes de gravar a transmissao. A temperatura de
nuvem foi designada como a temperatura a qual a % de
transmissibilidade diminuiu em 50% do valor de partida (Asherie, 2004).
O Tc para separacao de fases do anti-IL13 em diferentes concentragdes
de proteina e em solucdes de estudo diferentes foi mensurado usando
um espectrometro Aviv Biomedical Model 14S UV-Vis. O percentual de
transmitancia vs dados de temperatura foram coletados com uma
varredura da temperatura de 25 °C a 0 °C em um etapas de - 0,5 ° C,
tempo de equilibrio de 600 segundos e comprimento de onda de 600
nm. As medi¢cdes de solugbes de proteina foram realizadas em uma
cuveta de quartzo com 1 cm de comprimento de trajetoria.

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO POR TAMANHO

[0165] A cromatografia por exclusdo de tamanho foi utilizada para
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quantificar agregados e fragmentos. Este ensaio utilizou uma coluna
TSK G3000 SWXLTM, 7.8X300 mm e foi realizado em um sistema
HPLC HP1100TM a 25 °C. As amostras foram diluidas a 2 mg/mL com
a fase movel e o volume injetado foi de 25 mL. A fase mével foi de 0,2
M de K2HPO4, 0,25 M de KCI, em pH 6,2 e a proteina foi eluida a uma
vazdo constante de 0,5 mL/min por 30 minutos. A absorbancia do
eluente foi monitorada a 280 nm. Integragao foi feita usando o software
HP CHEMSTATIONMTM.

ELETROFORESE CAPILAR POR FOCALIZACAO ISOELETRICA (ICIEF):

[0166] As amostras foram analisadas utilizando a iclEF para
quantificar a estabilidade de cargas variantes (acida e basica) de
amostras de anticorpos anti-IL13. Este método utilizou um capilar
revestido com fluorcarbono (Convergent Bioscience) em um analisador
iCE280 (Convergent Bioscience) com um microinjetor PrinCE. As
solugdes de andlito e catdlito foram adquiridas a partir da GE Healthcare
Biosciences; solugdes de marcadores pl foram adquiridas a Convergent
Bioscience.

ELETROFORESE CAPILAR EM DODECIL SULFATO DE SODIO (CE-SDS)

[0167] A CE-SDS foi realizada utilizando um sistema de eletroforese
capilar Beckman P/ACE MDQ ou PA800, capaz de controlar a
temperatura capilar de 20 a 40 + 2 °C, com detector LIF a 488 nm de
excitacao.

ENSAIO DE POTENCIA DO ANTICORPO ANTI-IL13

[0168] A atividade biolégica ou a poténcia das solugbes de
anticorpo anti-IL13 foi avaliada utilizando um ensaio de cultura de
células, que mede a capacidade das solugbes de anticorpo anti-IL13 em
inibir a expressdo de luciferase induzida por IL-13 na linhagem de
células humana de epitélio brédnquico, células L-Beas-2B (disponivel
pela ATCC, ATCC N° CRL-9609™). Variando as concentracdes de

anticorpo anti-IL13 padréo, controle e amostras foram misturados com
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uma concentragao fixa de IL-13 (por exemplo, rhu-IL13, Peprotech, Cat.
No. 200-13) e adicionados em uma placa de 96 pogos com células L-
Beas-2B semeadas em uma concentracdo de 2 x 10° células/mL. Apds
a incubacéao, a expressao da luciferase foi quantificada utilizando um
substrato luminescente da luciferase de acordo com as instrugdes do
fabricante (Bright-Glo Luciferase Assay System™, Promega. Catalogo
E2620, E2650, ou Brite-Lite Perkin ElImer Cat. N°. 6016761). As curvas
de diluigdo de cada solugdo de anticorpo foram geradas e comparadas
com o material de referéncia. Os resultados foram expressos em
unidades de luminescéncia relativa (RLU). Uma poténcia relativa
estimativa foi calculada pelo método dos minimos quadrados e um
programa de Analise de Linha Paralela. A % de Atividade Especifica foi
calculada multiplicando a poténcia Relativa Estimada pela Atividade
Especifica do Material de Referéncia.

SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS DO ANTICORPO ANTI-IL13 (LEBRIKIZUMAB)

[0169] A tabela abaixo mostra as sequéncias de aminoacidos das
regibes CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3, CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3 do
lebrikizumab, juntamente com as sequéncias VH, VL, de cadeia pesada
e cadeia leve. Tal como indicado na Tabela 1 abaixo, VH e a cadeia
pesada podem incluir uma glutamina N-terminal e a cadeia pesada pode
incluir também uma lisina C-terminal. Como é bem conhecido no estado
da técnica, os residuos de glutamina N-terminais podem formar
piroglutamato e residuos de lisina C-terminais podem ser cortados
durante os processos de fabricacéo.

TABELA 1

SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS DO ANTICORPO ANTI-IL13 (LEBRIKIZUMAB)

CDR-H1
(SEQ ID NO.: 1)
CDR-H2
(SEQ ID NO.:2)
CDR-H3 Asp Gli Tir Tir Pro Tir Ala Met Asp Asn

Ala Tir Ser Val Asn

Met lle Trp Gli Asp Gli Lis lle Val Tir Asn Ser Ala Leu Lis Ser
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(SEQ ID NO.:

3)

CDR-L1

(SEQ ID NO.:

4)

Arg Ala Ser Lis Ser Val Asp Ser Tir Gli Asn Ser Fen Met His

CDR-L2

(SEQ ID NO.:

5)

Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser

CDR-L3

(SEQ ID NO.:

6)

GIn GIn Asn Asn Glu Asp Pro Arg Tre

VH

(SEQ ID NO.:

7)

Val Tre Leu Arg Glu Ser Gli Pro Ala Leu Val Lis Pro Tre GIn

ITre Leu Tre Leu Tre Cis Tre Val Ser Gli Fen Ser Leu Ser Ala Tir
Ser Val Asn Trp lle Arg Gin Pro Pro Gli Lis Ala Leu Glu Trp Leu
Ala Met lle Trp Gli Asp Gli Lis lle Val Tir Asn Ser Ala Leu Lis
Ser Arg Leu Tre lle Ser Lis Asp Tre Ser Lis Asn GlIn Val Val Leu
ITre Met Tre Asn Met Asp Pro Val Asp Tre Ala Tre Tir Tir Cis Ala
Gli Asp Gli Tir Tir Pro Tir Ala Met Asp Asn Trp Gli GIn Gli Ser
Leu Val Tre Val Ser Ser

VH

(SEQ ID NO.:

8)

GIn Val Tre Leu Arg Glu Ser Gli Pro Ala Leu Val Lis Pro Tre GIn
ITre Leu Tre Leu Tre Cis Tre Val Ser Gli Fen Ser Leu Ser Ala Tir
Ser Val Asn Trp lle Arg GIn Pro Pro Gli Lis Ala Leu Glu Trp Leu
Ala Met lle Trp Gli Asp Gili Lis lle Val Tir Asn Ser Ala Leu Lis
Ser Arg Leu Tre lle Ser Lis Asp Tre Ser Lis Asn GlIn Val Val Leu
ITre Met Tre Asn Met Asp Pro Val Asp Tre Ala Tre Tir Tir Cis Ala
Gli Asp Gli Tir Tir Pro Tir Ala Met Asp Asn Trp Gli GIn Gli Ser
Leu Val Tre Val Ser Ser

VL

(SEQ ID NO.:

9)

Asp lle Val Met Tre GIn Ser Pro Asp Ser Leu Ser Val Ser Leu Gili
Glu Arg Ala Tre lle Asn Cis Arg Ala Ser Lis Ser Val Asp Ser Tir
Gli Asn Ser Fen Met His Trp Tir GIn GIn Lis Pro Gli GIn Pro Pro
Lis Leu Leu lle Tir Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gli Val Pro Asp
Arg Fen Ser Gli Ser Gli Ser Gli Tre Asp Fen Tre Leu Tre lle Ser
Ser Leu GIn Ala Glu Asp Val Ala Val Tir Tir Cis GIn GIn Asn Asn
Glu Asp Pro Arg Tre Fen Gli Gli Gli Tre Lis Val Glu lle Lis Arg

Cadeia H

(SEQ ID NO.:

10)

VTLRESGPA LVKPTQTLTL TCTVSGFSLS AYSVNWIRQP
PGKALEWLAM

IWGDGKIVYN SALKSRLTIS KDTSKNQVVL TMTNMDPVDT
ATYYCAGDGY

YPYAMDNWGQ GSLVTVSSAS TKGPSVFPLA PCSRSTSEST
AALGCLVKDY

FPEPVTVSWN SGALTSGVHT FPAVLQSSGL YSLSSVVTVP
SSSLGTKTYT
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CNVDHKPSNT KVDKRVESKY GPPCPPCPAP EFLGGPSVFL
FPPKPKDTLM

ISRTPEVTCV VVDVSQEDPE VQFNWYVDGV EVHNAKTKPR
EEQFNSTIRV

VSVLTVLHQD WLNGKEYKCK VSNKGLPSSI EKTISKAKGQ
PREPQVYTLP

PSQEEMTKNQ VSLTCLVKGF YPSDIAVEWE SNGQPENNYK
TTPPVLDSDG

SFFLISRLTV DKSRWQEGNV FSCSVMHEAL HNHYTQKSLS LSLG

Cadeia H

(SEQ ID NO.: 11)

QVTLRESGPA LVKPTQTLTL TCTVSGFSLS AYSVNWIRQP
PGKALEWLAM

IWGDGKIVYN SALKSRLTIS KDTSKNQVVL TMTNMDPVDT
ATYYCAGDGY

YPYAMDNWGQ GSLVTVSSAS TKGPSVFPLA PCSRSTSEST
AALGCLVKDY

FPEPVTVSWN SGALTSGVHT FPAVLQSSGL YSLSSVVTVP
SSSLGTKTYT

CNVDHKPSNT KVDKRVESKY GPPCPPCPAP EFLGGPSVFL
FPPKPKDTLM

ISRTPEVTCV VVDVSQEDPE VQFNWYVDGV EVHNAKTKPR
EEQFNSTIRV

VSVLTVLHQD WLNGKEYKCK VSNKGLPSSI EKTISKAKGQ
PREPQVYTLP

PSQEEMTKNQ VSLTCLVKGF YPSDIAVEWE SNGQPENNYK
TTPPVLDSDG

SFFLISRLTV DKSRWQEGNV FSCSVMHEAL HNHYTQKSLS LSLG

Cadeia H

(SEQ ID NO.: 12)

VTLRESGPA LVKPTQTLTL TCTVSGFSLS AYSVNWIRQP
PGKALEWLAM

IWGDGKIVYN SALKSRLTIS KDTSKNQVVL TMTNMDPVDT
ATYYCAGDGY

YPYAMDNWGQ GSLVTVSSAS TKGPSVFPLA PCSRSTSEST
AALGCLVKDY

FPEPVTVSWN SGALTSGVHT FPAVLQSSGL YSLSSVVTVP
SSSLGTKTYT

CNVDHKPSNT KVDKRVESKY GPPCPPCPAP EFLGGPSVFL
FPPKPKDTLM

ISRTPEVTCV VVDVSQEDPE VQFNWYVDGV EVHNAKTKPR
EEQFNSTIRV

VSVLTVLHQD WLNGKEYKCK VSNKGLPSSI EKTISKAKGQ
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PREPQVYTLP

PSQEEMTKNQ VSLTCLVKGF YPSDIAVEWE SNGQPENNYK
TTPPVLDSDG

SFFLISRLTV DKSRWQEGNV FSCSVMHEAL HNHYTQKSLS LSLGK
QVTLRESGPA LVKPTQTLTL TCTVSGFSLS AYSVNWIRQP
PGKALEWLAM

IWGDGKIVYN SALKSRLTIS KDTSKNQVVL TMTNMDPVDT
ATYYCAGDGY

YPYAMDNWGQ GSLVTVSSAS TKGPSVFPLA PCSRSTSEST
AALGCLVKDY

FPEPVTVSWN SGALTSGVHT FPAVLQSSGL YSLSSVVTVP
SSSLGTKTYT

CNVDHKPSNT KVDKRVESKY GPPCPPCPAP EFLGGPSVFL
FPPKPKDTLM

ISRTPEVTCV VVDVSQEDPE VQFNWYVDGV EVHNAKTKPR
EEQFNSTIRV

VSVLTVLHQD WLNGKEYKCK VSNKGLPSSI EKTISKAKGQ
PREPQVYTLP

PSQEEMTKNQ VSLTCLVKGF YPSDIAVEWE SNGQPENNYK
TTPPVLDSDG

SFFLISRLTV DKSRWQEGNV FSCSVMHEAL HNHYTQKSLS LSLGK
DIVMTQSPDS LSVSLGERAT INCRASKSVD SYGNSFMHWY
QQKPGQPPKL

LIYLASNLES GVPDRFSGSG SGTDFTLTIS SLQAEDVAVY
'YCQQNNEDPR

TFGGGTKVEI KRTVAAPSVF IFPPSDEQLK SGTASVVCLL
NNFYPREAKV

QWKVDNALQS GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS STLTLSKADY
EKHKVYACEV

THQGLSSPVT KSFNRGEC

Cadeia H
(SEQ ID NO.: 13)

Cadeia L
(SEQ ID NO.: 14)

RESULTADOS

ESTABILIDADE FiSICA E QUiIMICA DAS FORMULACOES DE ANTICORPO ANTI-

IL13 EM VARIOS PH

[0170] Tampdes com diferentes pH foram feitos usando 20 mM de
acetato de histidina ou 20 mM de fosfato de sddio para cobrir o intervalo
de pH 5,4 - 7,8. Os tampdes acetato de histidina cobriram o intervalo de

pH 5,4 - 6,0 e os tampdes fosfato de sddio cobriram o intervalo de pH
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6,6 - 7,8. Por cada pH de tampdo foram mantidas as seguintes
constantes: concentragdo do anticorpo anti-IL13 a 150 mg/mL, 175 mM
de sacarose e 0,3 mg/mL de polissorbato 20 (0,03%).

[0171] As solugdes de anticorpos foram armazenadas em tubos de
ensaio por periodos de tempo e nas temperaturas indicadas na Tabela
2 abaixo. Por diversas vezes, indicado por “X” na Tabela 2, as amostras
foram analisadas pelos varios métodos para avaliar a estabilidade fisica,
incluindo SEC, turbidez A350 e SDS-CE nao redutora, e a estabilidade
quimica, incluindo iclEF.

TABELA 2

PONTOS NO TEMPO DE ESTABILIDADE E AS CONDICOES UTILIZADAS PARA

DETERMINAR A ESTABILIDADE FiSICA E_QUIMICA DE_SOLUCOES DE

ANTICORPOS ANTI-IL13.

Temperatura Semanas na Condicao de Armazenamento
Semana 0 1 2 4 § 8 12
-70°C X

2-8°C X X
30°C X X X K X K

[0172] A Figura 1 mostra a percentagem de perda de mondémeros
por semana em tampdes no pH indicado, conforme determinado por
SEC. Conforme mostrado na Fig. 1, a % de perda de monémeros foi
inferior no intervalo de pH mais baixo do que no intervalo de pH mais
elevado, com a % de perda de mondmeros menor em pH 5,7, que exibiu
uma % de perda de mondmero/semana de 0,056.

[0173] Outro ensaio de estabilidade fisica mensurou as mudancas
na turbidez (conforme determinado pela A350) ao longo do tempo a 30
°C em fungao do pH. Conforme mostrado na Fig. 2, a turbidez inicial e
as alteragdes sdo mais elevados para os tampdes entre pH 5,4 - 6,0 do
que para os intervalos de pH mais elevados. Na Fig. 2, a turbidez limpida
€ A350 = 1/T, em que T é a intensidade da luz transmitida a 350 nm com

um comprimento do percurso especificado de 1 cm.
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[0174] Um terceiro ensaio de estabilidade fisica mensurou
aumentos de fragmentos soluveis de baixo peso molecular (LMW) e
agregados de alto peso molecular (HMW) em solu¢des de anticorpo
anti-IL13 durante seis semanas de armazenamento a 30 °C em funcéao
do pH. Conforme mostrado na Fig. 3, as taxas de fragmentagéo e as
taxas de agregacgao foram menores no intervalo de pH mais baixo, pH
54-6,6.

[0175] Também avaliamos a estabilidade quimica usando iclEF
para determinar as alteracées na taxa de formacao de variantes acido e
basico ao longo do tempo a 30 °C em fungéo do pH (Fig. 4) e alteragdes
na taxa de variante basico e a perda do pico principal ao longo do tempo
a 30 °C em fungao do pH (Fig. 5). Conforme mostrado na Fig. 4, a taxa
de variante acido foi menor no intervalo de pH baixo e mais alta no
intervalo de pH elevado, enquanto a taxa de variagao basica (pico BV1)
foi menor no intervalo de pH alto e maior no intervalo de pH baixo. Os
resultados mostrados na Figura. 5 indicam que a perda do pico principal
foi minimizada entre pH 5,4 - 6,0.

[0176] Para determinar se o pH afetou a viscosidade da solugao, foi
realizada a caracterizacao reoldgica das diferentes concentragdes de
anticorpo anti-IL13 (variando de 0 a 200 mg/mL de anticorpo) em
diferentes pHs (variando entre pH 5,5 - 7,2). Cada solugao tinha 175 mM
de sacarose e 0,3 mg/mL de polissorbato 20. Os resultados s&o exibidos
na Fig. 6. Estes resultados indicam que um perfil de viscosidade
consistente foi mantido, independentemente do pH da solugao para uma
dada concentracdo de anticorpo. Em particular, os resultados
mostraram que a viscosidade em concentracdes mais elevadas de
anticorpo nao foi influenciada pelo pH.

[0177] Em conjunto, os dados apresentados nas Figs. 1 - 6 mostram
gue houve um gradiente superficial para a maioria das alteracées fisicas

e quimicas em pH 5,4 - 6,0. O tamp&o acetato de histidina 20 mM em
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pH 5,7 foi, portanto, escolhido para estudos posteriores e avaliacdo da
formulacéo.
CARACTERIZACAO REOLOGICA DE__SOLUCOES DE ___ANTICORPOS

MONOCLONAIS EM ALTA CONCENTRACAO

[0178] Para investigar se a viscosidade observada (<15 cP a 25 °C)
para o anticorpo anti-IL13 formulado a 150 mg/mL em 20 mM de acetato
de histidina, pH 5,7, 175 mM de sacarose, 0,3 mg/mL de polissorbato
20 seria observado para varios anticorpos diferentes, testou-se a
viscosidade de trés anticorpos adicionais em formulacées semelhantes
na concentragdo de 150 mg/mL. Tal perfil de viscosidade conforme
observado para o anticorpo anti-IL13 é desejavel para a fabricacdo em
elevada concentragao de anticorpos e para certas vias de administragao
de drogas, por exemplo, inje¢gdo subcutanea. Conforme mostrado na
Fig. 7, o anticorpo anti-IL13 manteve um perfil de viscosidade
semelhante ao anticorpo anti-CD11a, com viscosidade < 15 cP a 25 °C.
Em contraste, o anticorpo anti-CD 20 e o anticorpo mAb-1 mostraram
perfis de viscosidade bastante diferentes. A viscosidade do anticorpo
anti-CD20, a 150 mg/mL foi > 15 cP a 25 °C, enquanto que a viscosidade
do anticorpo mAb-1 ndo pode ser formulada a 150 mg/mL nesta
formulacdo de tampdo devido a problemas significativos com a
viscosidade, como pode ser observado na Fig. 7. A Fig. 7 mostra que a
viscosidade do mAb-1 a 125 mg/mL foi > 45 cP a 25 °C. Deste modo,
fica evidente a partir destes dados que os diferentes anticorpos tém
diferentes caracteristicas reolégicas quando formulados a 150 mg/mL
em 20 mM de acetato de histidina, pH 5,7, 175 mM de sacarose, e 0,3
mg/mL de polissorbato 20.

CARACTERIZACAO DA APARENCIA VISUAL E OPALESCENCIA

[0179] NOs caracterizamos a aparéncia visual e a opalescéncia da
formulagdo de anticorpos anti-IL13 em comparagdo com uma

formulagdo de anticorpos anti-CD20 utilizando a nefelometria de 90
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graus e medicdes de turbidez a A350. A Figura 8 mostra a quantificagcao
da aparéncia visual das duas formulacdes de anticorpo diferentes em
unidades nefelométrica de turbidez (NTU). Na Fig. 8, R1, R2, R3 e R4
referem-se a padrdes de referéncia com R4 possuindo o grau mais alto
de opalescéncia visual e R1 possuindo o menor. As medi¢cdes de
turbidez A350 para os anticorpos anti-IL13 e anti-CD20 sdo mostradas
na Fig. 9. Conforme mostrado na Fig. 9, para cada uma das formulagdes
de anticorpo, a turbidez aumenta com o0 aumento da concentracio de
proteina. Os resultados mostrados nestas figuras demonstram que duas
medicdes diferentes da aparéncia visual para dois anticorpos tém
diferentes tendéncias, especialmente as concentragcdes mais elevadas
de proteinas devido as diferengas que sao intrinsecamente
mensuradas. Os dados também mostram que as tendéncias das
medicdes sao consistentes entre estes dois anticorpos que parecem ter
opalescéncia de solugao elevada.

[0180] NoOs examinados também a concentracao de anticorpos anti-
IL13 como uma funcdo de concentracdo e pH. Os resultados sao
mostrados na Fig. 10. As solugbes que mostram a maior turbidez
estavam préximas do ponto isoelétrico (pl) do mAb.

[0181] Embora ndo sendo limitado pela teoria, nos interpretamos
que estes resultados indicam que a absorbancia a 350 nm de
comprimento de onda (turbidez) aumentou com o aumento da
concentragdo de proteina devido a absorgao de luz pela faixa de
absorgao da proteina, com valores maximos em torno de 280 nm devido
a ampla cauda deste pico. Um segundo fator que contribui para o
aumento da A350 versus a concentragcdo de mAb foi o aumento nao
linear na dispersao da luz, reduzindo a luz transmitida total.

[0182] Além disso, avaliou-se a contagem de particulas subvisiveis
em uma fungdo da concentracdo de mAb e esses resultados sao

apresentados na Fig. 11. Nao foi observado aumento significante de
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particulas subvisiveis > 2 um de tamanho pela analise de
obscurecimento HIAC indicando que as particulas > 2 um néo
contribuem para a opalescéncia ou turvagao das solucdes de anticorpos
anti-IL13. A Figura 12 exibe as medi¢cdes nefelométrica, turbidimétrica
e de dispersao de luz estatica de uma solucado de anticorpo anti-IL13 a
125 mg/mL, quando as solugdes de anticorpos foram filtradas com
tamanhos de poros cada vez menores (até 0,1 um ou 100 nm). Estes
resultados apresentados nas Figs. 11 e 12 indicam coletivamente que a
solucao de anticorpos anti-IL13 e a aparéncia da formulagao do produto
farmacéutico ndo sao determinadas pela matéria particulada subvisivel
ou no intervalo de submicrons que induz a dispersao de luz dependente
de concentracao.

[0183] Em seguida, investigou-se a dependéncia da aparéncia da
solugdo em fungdo do pH da solugdo a 125 mg/mL e 204 mg/mL. A
aparéncia da solugcdo foi avaliada usando um mapeamento da
temperatura da intensidade de luz transmitida em 600 nm. Os resultados
sao mostrados na Figura. 13 e indicam que a opalescéncia da solugao
de anticorpo anti-IL13, que se manteve constante em fungdo da
diminuicdo da temperatura, nao foi devido a fendbmenos criticos como a
separacgao de fases liquido-liquido, em que os componentes da solugao
possuem solubilidade divergente e formam duas fases separadas de
composicado distinta. Isto sugere que a homogeneidade da solucéo
(separacdo de fases) em uma ampla faixa de armazenamento e/ou
temperaturas de exposic¢ao nao é influenciada pela temperatura, apesar
da opalescéncia / aparéncia visual da solugao inicial (em temperatura
ambiente).

ESTUDOS DA ESTABILIDADE TERMICA (Trusio)

[0184] Nés mensuramos os picos de transigcao de fusao térmica
para os dois picos parcialmente resolvidos no calorimetro de varredura

diferencial capilar em funcdo da composi¢ao da formulacéo e do pH da
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solucdo. Os resultados s&do mostrados na Fig. 14. Conforme mostrado
na Fig. 14, observou-se um maximo no comportamento da transi¢cédo de
fusdo para o anti-IL13 em funcédo do pH entre pH 6,0 -7,5. A opinido
cientifica que prevalece é que quanto mais baixa a transicao de fuséo
ocorre, mais baixa é a estabilidade fisica esperada do sistema durante
0 armazenamento para qualquer duracao. Vide, por exemplo, Chi et al.,
Protein Science 12(5):903-913 (2003); Chi et al., Pharmaceutical
Research 20(9): 1325-1336 (2003); Goldberg et al., J. Pharm. Sciences
100(4):1306-1315 (2011). Assim, os dados de estabilidade fisica aqui
demonstrados para a formulagdo de anticorpos anti-IL13 (pH 5,7) foi
surpreendente e inesperado.

ESTABILIDADE COLOIDAL

[0185] A estabilidade coloidal foi mensurada pela dispersao de luz
estatica utilizando solugdes diluidas de anticorpo (entre 0,10 -1 mg/mL),
assim como a dispersao da luz com concentracdes de anticorpos que
excediam 200 mg/mL. A estabilidade coloidal refere-se ao
comportamento da solucdo de macromoléculas suspensas em solucao,
e permite investigar o equilibrio, a média de tempo de interagdes entre
as macromoléculas, como os anticorpos monoclonais. Sem se limitar
pela teoria, quando as interacdes sao repulsivas, pode-se esperar entao
que a composicdao da solucdo se mantenha estavel. Entretanto,
interagdes atrativas entre as moléculas de soluto ocorrem, e sao
geralmente associadas com transicbes de fase e problemas de
solubilidade de proteina.

[0186] Foram feitas medicbes do segundo coeficiente virial
osmético (B2) para o anticorpo anti-IL13 (em concentragdes que variam
de 0,1 a 1,0 mg/mL) em fungcédo do pH da solugdo com amostras em
tampdes simples. Observe que nas Figs. 15 e 16 os valores acima de 0
sdo valores positivos do segundo coeficiente virial osmoético que indicam

interagbes liquidas repulsivas; e os valores abaixo de 0 sdo valores
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negativos do segundo coeficiente virial osmoético que indicam interagdes
intermoleculares atrativas. Os dados na Fig. 15 mostram que o anticorpo
anti-IL13 possuia interacdes atrativas em todo o intervalo de pH, mas
que as mais fortes interacdes atrativas ocorreram entre pH 5,5 - 6,5.
Para os resultados apresentados na Fig. 16, formulag¢des aditivas foram
adicionadas as solucdes em diferentes valores de pH. Como pode ser
visto na Fig. 16, o segundo coeficiente virial osmoético mensurado em
pH 5,5 - 6,5 manteve-se negativo e, portanto, atrativo. As medigdes da
dispersao de luz com um detector de dispersao de luz multi-angulo em
todos os intervalos de concentragdes (1 - 200 mg/mL) extrapolando as
intensidades para angulo de dispersao de 0 sdo mostradas na Fig. 17.
Estes dados revelaram que o perfil de intensidade dispersa era muito
semelhante ao observado para o nefelédmetro HACH (comparar a Fig. 8
com a Fig. 17). Ambos os instrumentos medem a intensidade de luz
dispersa, e, consequentemente, a dispersao de Rayleigh. Essa
dispersao domina em solugdes livres de particulas e € causada pela
pequena densidade e flutuacbes de concentragcdo da solugdo que
também sao dependentes das interagcbes entre a dispersao das
moléculas. A diminuicido da intensidade de luz dispersa ocorre quando
as moléculas estdo em contato cada vez mais proximo entre si e as suas
posicdes no tempo/espaco tornam-se correlatas, resultando na
interferéncia destrutiva da luz dispersa (vide, por exemplo, Bettelheim et
al., Biophysical Journal 41(1): 29-33 (1983); Xia et al., Biophysical
Journal 66(3_Pt 1): 861-872 (1994); e Xia et al., Biophysical Journal
41(1): 29-33 (1996). A Figura 18 exibe os dados da dispersao de luz
estatica para o anticorpo anti-IL13 em fung&o do pH da formulagéo. Os
dados na Fig. 18 sao representados como pesos moleculares aparentes
observados nas concentragdes de anticorpo de até 200 mg/mL. Os
dados mostrados na Figura. 18 indicam interagdes coloidais atraentes

fracas (pH 7,2) a moderadas (pH 6,5) e a autoassociagao de anticorpos
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anti-IL13 em todo o intervalo de concentracdo em relacdo a dispersao
tedrica para um modelo de espécies em esfera simples de mAb (linha a
tracejada na Fig. 18).

[0187] Tanto o anti-IL13 quanto o anti-CD20 demonstraram niveis
comparaveis de turvacao causada por interagdes coloidais atrativas e
autoassociacdo de mAb conforme demonstrado na Fig. 19.
Surpreendentemente, tais interacdes coloidais atrativas nao se
manifestam como alta viscosidade (por exemplo, > 15 cP a 150 mg/mL)
ou como problemas reoldgicos com a formulagdo de anticorpos anti-
IL13, conforme mostrado na Fig. 20. As interagbes coloidais para o
anticorpo anti-CD20, no entanto, tiveram um efeito sobre a reologia da
solugdo, resultando ndo apenas na opalescéncia da solugéo (Fig. 8),
como também em alta viscosidade > 15 cP a 25 °C e 150 mg/mL (Fig.
20).

ESTABILIDADE FiSICA, QUIMICA, E POTENCIA A LONGO PRAZO

[0188] Para testar a estabilidade e a poténcia a longo prazo, o
anticorpo anti-IL13 foi formulado a 125 mg/mL em 20 mM de acetato de
histidina, pH 5,7, 175 mM de sacarose e 0,3 mg/mL de polissorbato 20
e, em seguida, submetido a diversas condi¢des de armazenamento. Os
frascos foram armazenados a 5 °C ou 25 °C durante o numero de
semanas exibido na Tabela 3 (até 156 semanas a 5 °C e até 26
semanas a 25 °C). Em cada ponto de tempo, tal como indicado na
Tabela 3, as amostras foram analisadas quanto a aparéncia de cor e
clareza (CAC), pH, e medicdo da estabilidade fisica ou quimica
indicada. Além disso, a atividade biolégica (poténcia) também foi
avaliada em cada ponto de tempo. Conforme indicado pelos dados
apresentados na Tabela 3, o anticorpo anti-IL13 formulado a 125 mg/mL
em 20 mM de acetato de histidina, pH 5,7, 175 mM de sacarose e 0,3
mg/mL de polissorbato 20, manteve a poténcia e demonstrou boa

estabilidade quimica e fisica quando armazenado a 5 °C durante as 156
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semanas (trés anos) e a 25 °C durante todas as 26 semanas. Estes
dados confirmam que esta formulagdo mantém a atributos quimicos,
fisicos e poténcia desejados do anticorpo anti-IL13 por um periodo
prolongado de tempo.

TABELA 3

ESTABILIDADE _E _CONDICOES __UTILIZADAS _PARA DETERMINAR A

ESTABILIDADE FiSICA, QUIMICA E DE POTENCIA A LONGO PRAZO DO

ANTICORPO ANTI-IL13.

Armazenamento
CE-
Temp Tempo Visual pH SEC iclEF SDS For¢ca (Osmolaridade| Poténcia
% (% Ativ.
% . % Pico(mg/mL) (mOsm/kg) .
Pico Especifica)
(°C) | (Semanas) CAC Monémero Princ. Princ.
-70 SY, LIQ,
0 5,6 99,5 72 98 119 267 101
=0 SOPL
SY, LIQ,
4 5,6 99,5 74 98 128 268 98
SOPL
SY, LIQ,
8 5,6 99,5 74 98 124 270 NT
SOPL
SY, LIQ,
12 5,6 99,5 74 98 125 265 98
SOPL
SY, LIQ,
26 5,8 99,3 73 98 125 264 99
SOPL
SY, LIQ,
5 39 5,8 99,4 74 98 123 265 95
SOPL
SY, LIQ,
52 57 99,3 72 98 122 269 102
SOPL
SY, LIQ,
78 57 99,2 72 98 125 266 95
SOPL
SY, LIQ,
104 57 99,1 73 98 124 275 100
SOPL
SY, LIQ,
130 5,8 99,3 72 98 124 273 93*
SOPL
SY, LIQ,
156 5,8 99,1 71 98 125 268 94
SOPL
SY, LIQ,
1 5,6 99,5 71 98 125 264 NT
SOPL
SY, LIQ,
2 57 99,4 72 98 124 265 NT
SOPL
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Armazenamento
CE-
Temp Tempo Visual pH SEC iclEF SDS Forga Osmolaridade| Poténcia
% . (% Ativ.
% . % Pico(mg/mL) (mOsm/kg) .
Pico Especifica)
(°C) | (Semanas) CAC Monémero Princ. Princ.
SY, LIQ,
4 5,7 99,2 71 97 123 264 102
SOPL
SY, LIQ,
25 8 5,7 99,1 68 97 125 268 98
SOPL
SY, LIQ,
12 5,7 99,0 62 97 123 270 94
SOPL
SY, LIQ,
26 5,8 98,7 57 96 129 268 91
SOPL

CAC: Aparéncia de Cor e Clareza
SY = Ligeiramente Amarelo

LIQ = Liquido

SOPL = Ligeiramente Opalescente

CONCLUSOES

[0189] Nos mostramos que o anticorpo anti-IL13 foi formulado com
éxito em condi¢des de pH e solugdo com excipientes que promovem
tanto a estabilidade quimica como fisica a longo prazo e mantém a
poténcia. Especificamente, tal formulagcdo compreendia anticorpo em
concentragdes de 100 mg/mL e acima, incluindo 125 mg/mL e 150
mg/mL, em 20 mM de acetato de histidina pH 5,7, 175 mM de sacarose
e 0,3 mg/mL de polissorbato 20. Surpreendentemente, verificou-se que
a formulacao teve um perfil de viscosidade desejavel < 15 cP a 25 °C.
Tal perfil de viscosidade é desejavel para a fabricagdo e também para
facilitar a administracdo, por exemplo, por inje¢gdo subcutdnea, onde
uma elevada concentracdo de medicamento em um volume pequeno é
ideal por diversas razdes, incluindo o conforto a aceitacdo do paciente.
Nés observamos que outros anticorpos na mesma formulagédo ou em
formulagdes similares tiveram um perfil de viscosidade indesejavel > 15
cP a 25 °C, o que evidencia a imprevisibilidade do perfil de viscosidade

para as formulagdes de anticorpos anti-IL13.
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[0190] Além disso, dois critérios utilizados muitas vezes para a
selecdo da formulacdo de proteina incluem a estabilidade térmica e a
estabilidade coloidal (vide, Chi et al, Protein Science 12 (5) :903-913
(2003); Chi et al, Pharmaceutical Research 20 (9):1325-1336 (2003)). A
analise térmica da temperatura de desenovelamento de solugbes de
anticorpo anti-IL13 sugere que a estabilidade fisica nas condi¢des de
pH 5,4 - 6,0 ndo sdo 6timas para a estabilidade fisica da formulagao de
anticorpo. A analise da estabilidade coloidal de solugbes de anticorpo
anti-IL13 também sugeriu que as condigdes de formulagéo no intervalo
de pH 5,5 - 6,5 seriam menos desejaveis para manter baixas as taxas
de agregacao. No entanto, surpreendentemente, conforme mostrado
pelos dados apresentados na presente invencao, o anticorpo anti-1L13
formulado em pH 5,7 demonstrou boa estabilidade fisica durante um
periodo prolongado de tempo a 5 °C, e também sob condi¢des
aceleradas. Foi também surpreendente que a estabilidade do produto
sob estas condicdes foi superior ao observado em pHs mais elevados,
tanto fisica como quimicamente, embora houvesse baixas transicoes de
fusdo térmica e estabilidade coloidal. Embora a aparéncia da solugcao
de anticorpo anti-IL13 formulada (e turbidez) tenha sido mais
opalescente nas condicbes de formulagdo selecionadas do que em
certas condicdes nao selecionadas, as propriedades moleculares e a
composicao da formulagdo mantiveram a estabilidade 6tima em termos
de condigcdes de armazenamento em tempo real condigdes de
armazenamento acelerado, mantiveram a poténcia e forneceram
solugdes com propriedades reologicas desejadas para a entrega de
altas concentracdes de medicamento em um volume pequeno.

DISPOSITIVO DE ADMINISTRACAO SUBCUTANEA

[0191] Um dispositivo de administracao subcutanea
compreendendo uma seringa pré-carregada com agulha, um émbolo

com uma tampao de émbolo, um protetor de agulha e um dispositivo de
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protecdo de agulha para a administracdo da formulagdo de anti-IL13
descrita acima foi selecionado pela avaliacdo de uma variedade de
componentes comercialmente disponiveis. Por exemplo, o0s
componentes avaliados incluem tubo de vidro, seringas moldadas com
agulhas incorporadas, émbolo e tampao de émbolo, protetores rigidos
de agulhas e dispositivos de seguranga para a agulha.

[0192] Os varios componentes foram avaliados em diversas
combinagdes de acordo com métodos conhecidos por um perito no
assunto para os efeitos sobre as propriedades da formulacao, incluindo,
mas nao se limitando a, estabilidade, e outras consideragdes tais como
o conforto e a conveniéncia para o paciente, que inclui fatores, tais como
o impacto do calibre e didmetro interno da agulha da injecédo e o tempo
e forca de deslizamento quando a formulacéo tem certa viscosidade, tal
como descritos no presente. Esses estudos nos levaram a escolher
como dispositivo de administracdo subcutdnea ideal para a
administracdo do lebrikizumab formulado em alta concentracéo
conforme descrito no presente uma seringa de 1,0 mL de vidro
borosilicato com baixo teor de tungsténio (tipo |) pré-carregada e uma
agulha incorporada de aco inoxidavel com bisel de 5 facetas, calibre
27G com parede de 1/2 polegada de parede fina com uma protecéo da
agulha rigida compreendendo FM27/0 (Daetwyler) e um protetor de
segurancga rigido de polipropileno. Além disso, a haste de émbolo
compreende o tampao de émbolo de borracha que compreende
borracha 4023/50 e revestimento de FluroTec® etileno-tetrafluoroetileno
(ETFE) (West Pharmaceutical Services, Inc.). O dispositivo de
administracdo subcutanea também compreende um dispositivo de
seguranca da agulha, Passive® Needle Guard X100L (Safety Syringes,
Inc.). O dispositivo de administragdo subcutdnea detalhado acima é
referido abaixo como seringa pré-carregada de agulha incorporada ou
“SIN PFS”.
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[0193] Para demonstrar estabilidade comparavel do medicamento
lebrikizumab em um frasco em relacdo a SIN PFS selecionada,
avaliamos a GMP da substancia em frascos de 2 cc preenchidos
manualmente ou SIN PFS 1 mL a 40 °C / umidade relativa do ambiente.
Foram avaliadas as taxas de degradagao, caracterizada por alteragdes
no mondmero por cromatografia de exclusado por tamanho (SEC), bem
como alteragées em percentagem do pico principal com focalizagao
isoelétrica (iclEF) e eletroforese capilar em dodecil sulfato de soédio (CE-
SDS).

[0194] Estes estudos revelaram que, apds o armazenamento a 40
°C durante 4 semanas, ndo houve diferengas significativas na redugao
de mondmero, conforme mensurado por SEC entre os frascos e as SIN
PFS (cada um exibindo 0,6% -0,9% de diminuigdo), ou na diminuigdo
da percentagem do pico principal (cada mostrando reducéo de 18 - 21%,
conforme mensurado pela iclEF e reducido de 0,9% -1,5% conforme
mensurado por SDS-CE). Além disso, os perfis cromatograficos foram
comparaveis entre si e ndo foram observados novos picos nas amostras
em SIN PFS em comparagao com as amostras dos frascos.

[0195] Houveram pequenas diferengcas nas taxas de degradagao
(0,5% -0,6% de aumento de espécies de alto peso molecular para o
frasco vs. 0,8% de espécies de alto peso molecular para as SIN PFS
apos 4 semanas a 40 °C). Essa pequena diferenga foi considerada
improvavel de afetar a qualidade do produto durante o armazenamento
em tempo real.

[0196] Consequentemente, conclui-se que os dados descritos
acima mostram que a estabilidade do medicamento lebrikizumab
formulado em alta concentracdo conforme descrito acima em frascos &
comparavel ao formulado na SIN PFS selecionada descrita acima.
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REIVINDICAGOES

1. Formulagao, caracterizada pelo fato de que compreende
um anticorpo anti-IL13, um tampao acetato de histidina, pH 5.4 a 6.0,
um poliol, e um tensoativo, em que a concentracido de anticorpo na
formulacéo é de pelo menos 100 mg/mL, a concentragédo de acetato de
histidina no tampé&o esta entre 5 mM e 40 mM, e a viscosidade da
formulacéo é inferior a 15 centipoise (cP) a 25 °C, a concentragao do
poliol na formulagéo esta entre 100 mM e 200 mM, e a concentragéo do
tensoativo na formulacao esta entre 0,01% e 0,1%, e em que o anticorpo
anti-IL13 compreende trés CDRs de cadeia pesada; CDR-H1 possuindo
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, CDR-H2 possuindo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, e CDR-H3 possuindo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, e trés CDRs de cadeia
leve; CDR-L1 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
4, CDR-L2 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, e
CDR-L3 possuindo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

2. Formulacdo, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que o anticorpo anti-IL13 compreende uma
regidao variavel de cadeia pesada apresentando a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 7, e uma regiao variavel de cadeia leve
apresentando a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9.

3. Formulacdo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que o anticorpo anti-IL13 compreende uma
cadeia pesada apresentando a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10, e uma cadeia leve apresentando a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 14.

4. Formulagdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que a concentragéo de
anticorpo é de 125 mg/mL.

5. Formulagdo, de acordo com qualquer uma das
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reivindicacdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que a concentragéo de
anticorpo é de 150 mg/mL.

6. Formulacdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de que o poliol é sacarose
e o tensoativo € polisorbato 20.

7. Formulagcdo, de acordo com a reivindicacido 6,
caracterizada pelo fato de que a concentracdo de sacarose na
formulacdo é de 175 mM e a concentracdo de polissorbato 20 é de
0,03%.

8. Formulagdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que o tampao acetato
de histidina é pH 5,7 e a concentracao de acetato de histidina no tampéao
€ de 20 mM.

9. Artigo de manufatura, caracterizado pelo fato de que
compreende a formulagdo, como definida em qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 8, e um dispositivo de administragcao subcutanea.

10. Artigo, de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado
pelo fato de que o dispositivo de administracdo subcutdnea compreende
uma seringa pré-carregada.

11. Artigo, de acordo com a reivindicagao 10, caracterizado
pelo fato de que a seringa pré-carregada compreende um cilindro de
vidro, uma agulha, e um protetor de agulha.

12. Artigo, de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda uma haste de €mbolo e um émbolo-
rolha.

13. Artigo, de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda um dispositivo de seguranga para a
agulha.

14. Artigo, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes

11 a 13, caracterizado pelo fato de que o cilindro de vidro compreende
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vidro de borosilicato e contém 0,3 mL, 1,0 mL, ou 2,0 mL da formulagao.

15. Artigo, de acordo com uma das reivindicagdes 12 a 14,
caracterizado pelo fato de que o émbolo-rolha compreende
revestimento de borracha e de etileno-tetrafluoroetileno.

16. Artigo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
11 a 15, caracterizado pelo fato de que a agulha é incorporada, de acgo
inoxidavel, 27G com parede fina, e 1/2 polegada de comprimento, e com
bisel de 5 facetas.

17. Artigo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
11 a 16, caracterizado pelo fato de que a prote¢cédo da agulha é rigida e
compreende um componente elastomérico, e um protetor rigido de
polipropileno.

18. Formulacdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 8, caracterizada pelo fato de que é para uso no
tratamento de asma.

19. Formulacdo, de acordo com a reivindicacao 18,
caracterizada pelo fato de que a referida formulacao € administrada em
uma quantidade de 0,3 mL, um mL ou dois mL.

20. Formulacdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 8, caracterizada pelo fato de que é para uso no
tratamento da fibrose pulmonar idiopatica.

21. Formulagéao para uso, de acordo com a reivindicagao 20,
caracterizada pelo fato de que a referida formulagcédo é administrada em
uma quantidade de 0,3 mL, um mL ou dois mL.

22. Formulacdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 8, caracterizada pelo fato de que é para uso no
tratamento de dermatite atdpica.

23. Formulacdo, de acordo com a reivindicacdo 22,
caracterizada pelo fato de que a referida formulagdo é administrada a

uma quantidade de 0,3 mL, um mL ou dois mL.

Peticaio 870200114486, de 10/09/2020, pég. 97/104



4/4

24. Uso de uma Formulacdo, como definida em qualquer
uma das reivindica¢des 1 a 8, caracterizado pelo fato de que é para a
preparacad de um medicamento para o tratamento de asma, fibrose

pulmonar idiopatica, ou dermatite atopica.
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