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DESCRIPCION
Formulaciones que comprenden antagonistas de VEGF para administracion intravitrea
Antecedentes de la Invencién
Campo de la Invencion

La presente invencion esta dirigida a formulaciones farmacéuticas adecuadas para la administracion intravitrea, que
comprenden agentes capaces de inhibir el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), y a los métodos para
elaborar y utilizar tales formulaciones. La invencion incluye formulaciones farmacéuticas liquidas que tienen una
estabilidad incrementada, asi como formulaciones que se pueden liofilizar y reconstituir para la administracion
intravitrea.

Estado de la Técnica Relacionada

La expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es casi ubicua en el cancer humano, en
consonancia con su papel como mediador clave de la neoangiogénesis tumoral. El bloqueo de la funcion de VEGF,
por medio de la unién a la molécula o su receptor VEGFR-2, inhibe el crecimiento de las células tumorales
implantadas en multiples modelos de xenoinjerto diferentes (véase, por ejemplo, Gerber et al. (2000) Cancer Res.
60:6253-6258). Se ha descrito un antagonista de la proteina de fusion especifica de VEGF soluble, denominado
"trampa de VEGF" (Kim et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:11399-404; Holash et al. (2002) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 99: 11393-8).

Se conocen formulaciones oftalmicas, véanse por ejemplo,las Patentes de los Estados Unidos Nums.
7.033.604 y 6.777.429. Se describe una formulacién oftalmica de un anticuerpo para VEGF en la Patente de los
Estados Unidos NUm. 6.676.941.

Comunmente se utiliza la liofilizacion (secado por congelacion en condiciones controladas) para el almacenamiento
de proteinas a largo plazo. La proteina liofilizada es sustancialmente resistente a la degradacion, agregacion,
oxidacion, y otros procesos degenerativos mientras se encuentra en estado secado por congelacion (véase, por
ejemplo, la Patente de los Estados Unidos NUm. 6.436.897).

El documento WO 2006/047325 esta relacionado con un método para tratar enfermedades neovasculares
intraoculares. El documento WO 2005/020972 esta relacionado con la terapia combinada para el tratamiento de los
trastornos neovasculares oculares. EI documento WO 2006/104852y la Patente de los Estados Unidos
2006/0217311 A1 estan relacionados con formulaciones antagonistas de VEGF.

Breve Resumen de la Invencion

Se proporcionan formulaciones estables de un antagonista de una proteina de fusién especifica de VEGF. Se
proporcionan formulaciones farmacéuticamente aceptables que comprenden un antagonista "trampa" de VEGF con
un portador farmacéuticamente aceptable. En realizaciones especificas, se proporcionan formulaciones liquidas y
liofilizadas.

En un primer aspecto, se proporciona una formulacion oftalmica liquida estable de un antagonista de una proteina
de fusién especifica de VEGF, que comprende una proteina de fusién que comprende un componente receptor que
consiste esencialmente en un dominio 2 de tipo inmunoglobulina (lg) de un primer receptor de VEGF y un dominio 3
de Ig de un segundo receptor de VEGF, y un componente multimerizante (también denominado "trampa de VEGF").
El antagonista de la proteina de fusion especifica de VEGF consiste en los aminoacidos 27-457 del SEQ ID NO: 4
que esta glicosilado en los residuos de Asn 62, 94, 149, 222 y 308.

En un aspecto, la invencidon proporciona una formulaciéon oftalmica de un antagonista del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), que comprende:

1. (a) 1-100 mg/ml de un antagonista de VEGF que consiste en los aminoacidos 27-457 del SEQ ID NO: 4,
que esta glicosilado en los residuos de Asn 62, 94, 149, 222 y 308;

2. (b) 0,01-5% de uno o mas co-disolventes organicos que son uno o mas de polisorbato, polietilenglicol
(PEG), y propilenglicol;

3. (c) 30-150 mM de un agente de tonicidad seleccionado entre seleccionado entre cloruro de sodio o cloruro
de potasio;

4. (d) 5-40 mM de tampon fosfato de sodio; y

5. (e) 1,0-7,5% de un agente estabilizante seleccionado del grupo que consiste en sacarosa, sorbitol, glicerol,

trehalosa, y manitol, pH entre aproximadamente 5,8-7,0, en donde la formulacién es adecuada para la
administracion intravitrea.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2406 764 T3

En una o mas realizaciones especificas, el co-disolvente organico puede ser polisorbato, por ejemplo, polisorbato 20
o polisorbato 80, polietilenglicol (PEG), por ejemplo, PEG 3350, o propilenglicol, o una combinacién de los mismos;
el agente de tonicidad puede ser cloruro de sodio o cloruro de potasio; el agente estabilizante puede ser sacarosa,
sorbitol, glicerol, trehalosa, o manitol; y el agente tamponador comprende tampon fosfato de sodio 5-40 mM.

En diferentes realizaciones, el co-disolvente es polisorbato y/o PEG, el agente estabilizante es sacarosa, el agente
tamponador es tampon fosfato de sodio, y el agente de tonicidad es cloruro de sodio.

Mas especificamente, la formulaciéon oftalmica liquida estable comprende aproximadamente 40-50 mg/ml del
antagonista de VEGF, tampodn fosfato aproximadamente 10 mM, polisorbato y/o PEG al 0,01-3%, cloruro de sodio
40-135 mM, y sacarosa al 5,0%, pH aproximadamente 6,2-6,3.

En una realizacion preferida especifica, la formulacion oftalmica liquida estable comprende aproximadamente 50
mg/ml del antagonista de VEGF, tampdn fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 50 mM, polisorbato al 0,1%, y
sacarosa al 5%, pH aproximadamente 6,2-6,3.

En una realizacion preferida especifica, la formulacion oftalmica liquida estable comprende aproximadamente 50
mg/ml del antagonista de VEGF, tampodn fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 50 mM, PEG al 3%, y sacarosa al
5%, pH aproximadamente 6,2-6,3.

En una realizacion preferida especifica, la formulacion oftalmica liquida estable comprende aproximadamente 40
mg/ml del antagonista de VEGF, tampon fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 40 mM, polisorbato al 0,03%, y
sacarosa al 5%, pH aproximadamente 6,2-6,3.

En una realizacion preferida especifica, la formulacion oftalmica liquida estable comprende aproximadamente 40
mg/ml del antagonista de VEGF, tampdn fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 135 mM, y polisorbato al 0,03%,
pH aproximadamente 6,2-6,3.

En otro aspecto, se proporciona una formulacién oftalmica liquida estable que comprende un antagonista de una
proteina de fusion especifica de VEGF de 1-100 mg/ml; uno o mas co-disolventes organicos al 0,01-5%
seleccionados entre polisorbato, polietilenglicol (PEG), y propilenglicol; 5-40 mM de tampén fosfato de sodio: y 30-
150 mM de uno o mas agentes de tonicidad seleccionados entre cloruro de sodio y cloruro de potasio y/o 1,0-7,5%
de un agente estabilizante seleccionado del grupo que consiste en sacarosa, sorbitol, glicerol, trehalosa, o manitol;
teniendo un pH entre aproximadamente 5,8-7,0.

En diversas realizaciones, el antagonista de VEGF esta presente a una concentraciéon de aproximadamente 10 a
aproximadamente 80 mg/ml. En diversas realizaciones, el antagonista de VEGF esta presente a una concentracion
de aproximadamente 10, aproximadamente 20, aproximadamente 30, aproximadamente 40, aproximadamente 50,
aproximadamente 60, aproximadamente 70, o aproximadamente 80 mg/ml. En una realizacion preferida, el
antagonista de VEGF esta presente a una concentracion de aproximadamente 40 mg/ml.

El agente estabilizante se selecciona entre uno o mas de sacarosa, sorbitol, glicerol, trehalosa, y manitol.

El co-disolvente organico se selecciona entre uno o mas de polisorbato, por ejemplo, polisorbato 20 o polisorbato 80,
polietilenglicol (PEG), por ejemplo, PEG 3350, y propilenglicol.

El tampdn comprende 5-40 mM del tampén fosfato de sodio.

El agente de tonicidad es una sal seleccionada entre cloruro de sodio o cloruro de potasio, por ejemplo el agente es
cloruro de sodio.

En una realizacién, la formulacién oftalmica liquida estable comprende tampén fosfato de sodio 10 mM, polisorbato
de aproximadamente 0,03 a aproximadamente 0,1% y/o PEG o propilenglicol a aproximadamente 3%, cloruro de
sodio aproximadamente 40 mM, y sacarosa aproximadamente al 5%. En una realizacion especifica, la formulacion
oftalmica liquida estable comprende tampdn fosfato de sodio 10 mM, polisorbato aproximadamente al 0,03%, cloruro
de sodio aproximadamente 40 mM, y sacarosa aproximadamente al 5%. En otra realizacion especifica, el pH de la
formulacién es de aproximadamente 6,2 a aproximadamente 6,3. En otra realizacion especifica, el pH se logra
mezclando fosfato de sodio mono- y di-basico al pH deseado sin titulacion acido/base.

En una realizacion especifica, la formulacion oftalmica liquida estable consiste esencialmente en un antagonista de
VEGF a 40 mg/ml, tampén fosfato de sodio 10 mM, polisorbato al 0,03%, cloruro de sodio 40 mM, y sacarosa al 5%,
pH 6,2-6,3.+++
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En otro aspecto, se proporciona una formulacion oftalmica liquida estable que comprende un antagonista de VEGF
de aproximadamente 10 a aproximadamente 80 mg/ml, tampdn fosfato de sodio aproximadamente 10 mM,
polisorbato aproximadamente al 0,03%, y cloruro de sodio aproximadamente 135 mM, pH de 6,2 a 6,3.

En diversas realizaciones, el antagonista de VEGF esta presente a una concentracion de aproximadamente 10 a
aproximadamente 80 mg/ml. En diversas realizaciones, el antagonista de VEGF esta presente a una concentracion
de aproximadamente 10, aproximadamente 20, aproximadamente 30, aproximadamente 40, aproximadamente 50,
aproximadamente 60, aproximadamente 70, o aproximadamente 80 mg/ml. En una realizacion especifica, el
antagonista de VEGF esta presente a una concentracion de aproximadamente 40 mg/ml.

En una realizacion, la formulacion oftalmica liquida estable comprende 40 mg/ml de un antagonista de VEGF,
tampon fosfato de sodio 10 mM, polisorbato al 0,03%, y cloruro de sodio 135 mM a pH 6,2-6,3. En una realizacion
especifica, la formulaciéon oftalmica liquida estable consiste esencialmente en 40 mg/ml de un antagonista de VEGF,
tampon fosfato de sodio 10 mM, polisorbato al 0,03%, y cloruro de sodio 135 mM a pH 6,2-6,3.

En otro aspecto, se proporciona una formulacion liofilizable de un antagonista de VEGF, en donde tras la liofilizacion
seguida de reconstitucion, se obtiene una formulacion oftalmica liquida estable como se describe en la presente
memoria.

En otro aspecto, la invencion proporciona una formulacion liofilizable de un antagonista del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), que comprende:

1. (a) 5-50 mg/ml del antagonista de VEGF, preferiblemente 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml o 40 mg/ml, que
consiste en los aminoacidos 27-457 del SEQ ID NO: 4, que esta glicosilado en los residuos de Asn 62, 94, 149, 222
y 308;

2. (b) 5-25 mM de tampon fosfato de sodio, pH aproximadamente 5,8-7,0;

3. (c) 0,01-0,15% de un co-disolvente organico, seleccionado del grupo que consiste en polisorbato,
polietilenglicol (PEG), propilenglicol, y una combinacién de los mismos; y

4. (d) 1-10% de un agente estabilizante seleccionado del grupo que consiste en sacarosa, sorbitol, glicerol,

trehalosa, y manitol; o 20-150 mM de un agente de tonicidad, preferiblemente cloruro de sodio; o 1-10% de agente
estabilizante y 20-150 mM de agente de tonicidad,

en donde la formulacién se puede reconstituir de manera que sea adecuada para la administracién intravitrea. En
diversas realizaciones, el antagonista de VEGF esta presente a aproximadamente 5, aproximadamente 10,
aproximadamente 20, aproximadamente 30, o aproximadamente 40 mg/ml. En una realizacidon especifica, la
formulacion oftalmica liofilizable de la invencion comprende 20 mg/ml del antagonista de VEGF, tampon fosfato de
sodio 10 mM, polisorbato al 0,03%, PEG al 0,1%, y sacarosa al 2,5%, pH aproximadamente 6,2-6,3. En
realizaciones adicionales, la formulacion liofilizable comprende adicionalmente cloruro de sodio. En una realizaciéon
especifica, el cloruro de sodio esta presente a una concentracién de aproximadamente 20 mM. En otra realizacion
especifica, el cloruro de sodio esta presente a una concentracion de aproximadamente 67,5 mM.

En ofra realizacion especifica, la formulacion oftalmica liofilizable de la invencion comprende 20 mg/ml del
antagonista de VEGF, tampon fosfato de sodio 5 mM, polisorbato al 0,015%, cloruro de sodio 20 mM, y sacarosa al
2,5%, pH aproximadamente 6,2-6,3.

En otra realizacion, la formulacion oftalmica liofilizable comprende 5 mg/ml, 10 mg/ml, o 40 mg/ml de un antagonista
de VEGF, tampon fosfato de sodio 5 mM, polisorbato al 0,015%, cloruro de sodio 20 mM, y sacarosa al 2,5%, a pH
6,2-6,3. En una realizacion especifica, la formulacion oftalmica liofilizable consiste esencialmente en 5 mg/ml, 10
mg/ml, o 40 mg/ml de antagonista de VEGF, tampodn fosfato de sodio 5 mM, polisorbato al 0,015%, cloruro de sodio
20 mM, y sacarosa al 2,5%, a pH 6,2-6,3.

En otra realizacion especifica, la formulacion oftalmica liofilizable comprende 20 mg/ml del antagonista de VEGF,
tampon fosfato de sodio 5 mM, polisorbato al 0,015%, y cloruro de sodio 67,5 mM, pH aproximadamente 6,2-6,3. En
una realizacion mas especifica, la formulacion oftalmica liofilizable consiste esencialmente en 20 mg/ml del
antagonista de VEGF, tampon fosfato de sodio 5 mM, polisorbato al 0,015%, y cloruro de sodio 67,5 mM, pH 6,2-6,3.

En otra realizacion especifica, la formulacion oftalmica liofilizable comprende 5 mg/ml, 10 mg/ml, o 40 mg/ml de
antagonista de VEGF, tampon fosfato de sodio 5 mM, polisorbato al 0,015%, y cloruro de sodio 67,5 mM, pH
aproximadamente 6,2-6,3. En una realizacion mas especifica, la formulacién oftalmica liofilizable consiste
esencialmente en 5 mg/ml, 10 mg/ml, o 40 mg/ml del antagonista de VEGF, tampon fosfato de sodio 5 mM,
polisorbato al 0,015%, y cloruro de sodio 67,5 mM, pH aproximadamente 6,2-6,3.

Generalmente, la formulacién reconstituida tiene aproximadamente 2 veces la concentracion de la formulacién pre-
liofilizada, p. €j., una formulacién pre-liofilizada de 20 mg proteina de fusion/ml se reconstituye hasta una formulacion
final de 40 mg de proteina de fusién/ml.
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Generalmente, la formulacion liofilizada se reconstituye con agua estéril adecuada para inyectables. En una
realizacion, el liquido de reconstitucion es agua bacteriostatica.

En otro aspecto, la invencion ofrece un método para producir una formulacion liofilizada de un antagonista de una
proteina de fusién especifica de VEGF, que comprende someter la formulacion liofilizable de la invencién a
liofilizacion para generar una formulacion liofilizada. La formulacion liofilizada se puede liofilizar mediante cualquier
método conocido en la técnica para liofilizar un liquido.

En otro aspecto relacionado, la invencién ofrece un método para producir una formulacion liofilizada reconstituida de
un antagonista de VEGF, que comprende reconstituir la formulacion liofilizada de la invencion hasta una formulacion
reconstituida. En una realizacion, la formulacion reconstituida tiene dos veces la concentracion de la formulacion pre-
liofilizada, p. €j., el método de la invencién comprende: (a) producir una formulacion pre-liofilizada de un antagonista
de una proteina de fusién especifica de VEGF, (b) someter la formulacion pre-liofilizada de la etapa (a) a liofilizacion;
y (c) reconstituir la formulacion liofilizada de la etapa (b).

La invencién ofrece adicionalmente formulaciones oftalmicas proporcionadas en una jeringa o vial previamente
cargados, particularmente adecuados para la administracion intravitrea.

Otros objetos y ventajas se haran evidentes a partir de una revision de la siguiente descripcion detallada.
Descripcion Detallada de la Invenciéon

La presente invencion no se limita a métodos concretos, y las condiciones experimentales descritas, como tales
métodos y condiciones pueden variar. También se entiende que la terminologia utilizada en la presente memoria
tiene el propdsito de describir realizaciones concretas solamente, y no esta destinada a limitar a menos que se
indique de otro modo, puesto que el alcance de la presente invencién estara limitado solamente por las
reivindicaciones adjuntas.

A menos que se establezca de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
tienen el mismo significado cominmente comprendido por un experto normal en la técnica a la cual pertenece la
invencion. Aunque se puede utilizar cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en la presente
memoria en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen a continuacién los métodos y materiales
preferidos.

Descripcion General

La manipulaciéon y administracion segura de las formulaciones que comprenden proteinas representan desafios
significativos para los formuladores farmacéuticos. Las proteinas poseen propiedades quimicas y fisicas Unicas que
presentan problemas de estabilidad: existe una variedad de rutas de degradacién para las proteinas, que afectan
tanto a la inestabilidad quimica como fisica. La inestabilidad quimica incluye desaminacion, agregacion, corte de la
cadena principal peptidica, y oxidacion de residuos de metionina. La inestabilidad fisica incluye muchos fenémenos,
incluyendo, por ejemplo, agregacion y/o precipitacion.

Se puede promover la estabilidad quimica y fisica eliminando agua de la proteina. La liofilizacién (secado por
congelacion en condiciones controladas) se utiliza cominmente para el almacenamiento de proteinas a largo plazo.
La proteina liofilizada es sustancialmente resistente a la degradacion, la agregacion, la oxidacion, y otros procesos
degenerativos mientras esta en estado secado por congelacion. La proteina liofilizada se puede reconstituir con
agua que contiene opcionalmente un conservante bacteriostatico (p. ej., alcohol bencilico) antes de la
administracion.

Definiciones

El término "portador” incluye un diluyente, coadyuvante, excipiente, o vehiculo con los cuales se administra una
composicion. Los portadores pueden incluir liquidos estériles, tales como, por ejemplo, agua y aceites, incluyendo
aceites de origen petrolifero, animal, vegetal o sintético, tal como, por ejemplo, aceite de coco, aceite de soja, aceite
mineral, aceite de sésamo y similares.

El término "excipiente" incluye un agente no terapéutico afadido a una composicién farmacéutica para proporcionar
la consistencia o el efecto estabilizante deseados. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen, por ejemplo,
almidon, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio,
monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y
similares.
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El término "liofilizado" o "secado por congelacion” incluye el estado de una sustancia que se ha sometido a un
procedimiento de secado tal como la liofilizacién, donde al menos se ha eliminado un 90% de humedad.

Antagonistas de VEGF

Un antagonista de VEGF es un compuesto capaz de bloquear o inhibir la accién biolégica del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), e incluye proteinas de fusion capaces de atrapar el VEGF. El antagonista de VEGF
utilizado en la invencion consiste en los aminoacidos 27-457 del SEQ ID NO: 4 y esta glicosilado en los residuos de
Asn 62, 94, 149, 222 y 308. En realizaciones especificas, el antagonista de VEGF es expresado en una linea celular
de mamifero tal como una célula CHO.

El antagonista de VEGF de los métodos y formulaciones de la invencion se puede preparar mediante cualquier
método adecuado conocido en la técnica, o que se descubra. El antagonista de VEGF esta preferiblemente
sustancialmente libre de proteinas contaminantes en el momento en el que se utiliza para preparar la formulaciéon
farmacéuticamente aceptable. Por "sustancialmente libre de proteinas contaminantes" se quiere significar,
preferiblemente, que al menos el 90% del peso de proteina de la preparacion del antagonista de una proteina de
fusion especifica de VEGF utilizada para elaborar una formulacién es un antagonista de una proteina de fusion de
VEGF, mas preferiblemente al menos el 95%, muy preferiblemente al menos el 99%. La proteina de fusion esta
preferiblemente sustancialmente libre de agregados. "Sustancialmente libre de agregados" significa que al menos el
90% del peso de la proteina de fusién no esta presente en un agregado en el momento en el que se utiliza la
proteina de fusién para preparar la formulacion farmacéuticamente eficaz. A menos que se establezca de otro modo,
los fosfatos empleados son fosfatos de sodio y se logra un pH de tamponamiento deseado mezclando cantidades
apropiadas de fosfato de sodio mono- y di-basico.

Formulaciones Oftalmicas Liquidas Estables

En un aspecto, la invencién proporciona una formulaciéon farmacéuticamente aceptable estable que comprende un
antagonista de VEGF, en donde la formulacién es una formulacion liquida adecuada para uso oftalmico.
Preferiblemente, la formulacion liquida comprende una cantidad farmacéuticamente eficaz del antagonista de VEGF.
La formulacion también puede comprender uno o mas portadores, tampones, agentes de tonicidad, estabilizadores,
y/o excipientes farmacéuticamente aceptables. Un ejemplo de una formulacion liquida farmacéuticamente aceptable
comprende un antagonista de VEGF en una cantidad farmacéuticamente eficaz, un tampoén, un co-disolvente
organico tal como polisorbato, un agente de tonicidad tal como NaCl, y un estabilizador tal como sacarosa o
trehalosa.

Por consiguiente, la invencion proporciona una formulacion oftalmica de un antagonista del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), que comprende:

1. (a) 1-100 mg/ml de un antagonista de VEGF que consiste en los aminoacidos 27-457 del SEQ ID NO: 4,
que esta glicosilado en los residuos de Asn 62, 94, 149, 222 y 308;

2. (b) 0,01-5% de uno o mas co-disolventes organicos que son uno o mas de polisorbato, polietilenglicol
(PEG), y propilenglicol;

3. (c) 30-150 mM de un agente de tonicidad seleccionado entre cloruro de sodio o cloruro de potasio;

4. (d) 5-40 mM de tampon fosfato de sodio; y

5. (e) 1,0-7,5% de un agente estabilizante seleccionado del grupo que consiste en sacarosa, sorbitol, glicerol,

trehalosa, y manitol, pH entre aproximadamente 5,8-7,0, en donde la formulacién es adecuada para la
administracion intravitrea.

La estabilidad se determina de numerosas maneras en momentos especificados, incluyendo determinacion del pH,
inspeccion visual del color y la apariencia, determinacion del contenido de proteina total mediante métodos
conocidos en la técnica, p. ej., espectroscopia de UV, y la pureza se determina, por ejemplo, mediante SDS-PAGE,
HPLC de exclusion por tamafios, determinacion de la actividad mediante bioanalisis, isoelectroenfoque, y
cuantificacion de isoaspartato. En un ejemplo de bioanalisis util para determinar la actividad antagoénica de VEGF, se
utiliza una linea celular a BAF/3 VEGFR1/EPOR para determinar la union a VEGF165 del antagonista de VEGF de
la invencion.

Las formulaciones liquidas se pueden almacenar en un entorno privado de oxigeno. Se pueden generar entornos
privados de oxigeno almacenando las formulaciones en un gas inerte tal como, por ejemplo, nitrégeno o argon. Las
formulaciones liquidas se almacenan preferiblemente a aproximadamente 5°C.

Formulaciones Liofilizadas Oftalmicas

En un aspecto de la invencién, se proporciona una formulacién oftalmicamente aceptable que comprende un
antagonista de VEGF, en donde la formulacion es una formulacion liofilizable. Las formulaciones liofilizables se
pueden reconstituir en disoluciones, suspensiones, emulsiones, o cualquier otra forma adecuada para su
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administracion o uso. Las formulaciones liofilizables se preparan tipicamente primero en forma de liquidos, después
se congelan y liofilizan. El volumen liquido total antes de la liofilizacién puede ser menor, igual, o mayor que el
volumen final reconstituido de la formulacion liofilizada. El proceso de liofilizacién es bien conocido por los expertos
normales en la técnica, e incluye tipicamente la sublimacion del agua de una formulacién congelada en condiciones
controladas.

Por consiguiente, la invencion proporciona una formulacion liofilizable de un antagonista del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), que comprende:

1. (a) 5-50 mg/ml del antagonista de VEGF, preferiblemente 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml o 40 mg/ml, que
consiste en los aminoacidos 27-457 del SEQ ID NO: 4, que esta glicosilado en los residuos de Asn 62, 94, 149, 222
y 308;

2. (b) 5-25 mM de tampon fosfato de sodio, pH aproximadamente 5,8-7,0;

3. (c) 0,01-0,15% de un co-disolvente organico, seleccionado del grupo que consiste en polisorbato,
polietilenglicol (PEG), propilenglicol, y una combinacién de los mismos; y

4. (d) 1-10% de un agente estabilizante seleccionado del grupo que consiste en sacarosa, sorbitol, glicerol,

trehalosa, y manitol; o 20-150 mM de un agente de tonicidad, preferiblemente cloruro de sodio; o 1-10% del agente
estabilizante y 20-150 mM del agente de tonicidad,
en donde la formulacién puede ser reconstituida de modo que sea adecuada para la administracion intravitrea.

Las formulaciones liofilizadas se pueden almacenar a un amplio intervalo de temperaturas. Las formulaciones
liofilizadas se pueden almacenar por debajo de 25°C, por ejemplo, refrigeradas a 2-8°C, o a la temperatura ambiente
(p. €j., aproximadamente 25°C). Preferiblemente, las formulaciones liofilizadas se almacenan por debajo de
aproximadamente 25°C, mas preferiblemente, a aproximadamente 4-20°C; por debajo de aproximadamente 4°C;
por debajo de aproximadamente -20°C; aproximadamente -40°C; aproximadamente -70°C, o aproximadamente
-80°C. La estabilidad de la formulacion liofilizada se puede determinar de numerosas maneras conocidas en la
técnica, por ejemplo, mediante la apariencia visual de la torta y/o mediante el contenido de humedad.

Las formulaciones liofilizadas se reconstituyen tipicamente para su uso mediante la adicion de una disolucion
acuosa para disolver la formulacién liofilizada. Se puede utilizar una amplia variedad de disoluciones acuosas para
reconstituir una formulacion liofilizada. Preferiblemente, las formulaciones liofilizadas se reconstituyen utilizando
agua. Las formulaciones liofilizadas se reconstituyen preferiblemente con una disolucion que consiste esencialmente
en agua (p. €j., USP WFI, o agua para inyectables) o agua bacteriostatica (p. ej., USP WFI con alcohol bencilico al
0,9%). Sin embargo, también se pueden utilizar disoluciones que comprenden tampones y/o excipientes y/o uno o
mas portadores farmacéuticamente aceptables.

Las formulaciones secadas por congelacién o liofilizadas se preparan tipicamente a partir de liquidos, esto es, a
partir de disoluciones, suspensiones, emulsiones, y similares. De este modo, el liquido que va a experimentar el
secado por congelacién o la liofilizacion comprende preferiblemente todos los componentes deseados en una
formulacién liquida reconstituida final. Como resultado, cuando se reconstituya una formulacién secada por
congelacion o liofilizada dara una formulacion liquida deseada tras la reconstitucion.

Ejemplos

Antes de describir los presentes métodos, se debe entender que esta invencion no se limita a métodos concretos, y
que las condiciones experimentales descritas, tales como los métodos y las condiciones pueden variar. También se
debe entender que la terminologia utilizada en la presente memoria tiene el propdsito de describir solamente
reacciones concretas, y no se pretende que sea limitante, puesto que el alcance de la presente invencion solamente
estara limitado por las reivindicaciones adjuntas.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
tienen el mismo significado comunmente comprendido por un experto en la técnica a la cual pertenece esta
invencion. Aunque se puede utilizar cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en la presente
memoria en la practica o ensayo de la presente invencion, se descrien a continuacion los métodos y materiales
preferidos.

Ejemplo 1. Estabilidad de Formulacion Liquida de Trampa de VEGF de 50 mg/ml Almacenada a 5°C en Viales
de Vidrio de 3 ml.

Se almacend una formulacion liquida oftalmica que contenia Trampa de VEGF de 50 mg/ml (SEQ ID NO: 4), fosfato
10 mM, NaCl 50 mM, polisorbato 20 al 0,1%, sacarosa al 5%, y pH 6,25, a 5°C en viales de vidrio de 3 ml y se
sometieron a ensayo las muestras a los 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses. Se determiné la estabilidad mediante SE-HPLC.
Los resultados se muestran en la Tabla 1. Se midié la turbidez a una DOasos nm; y el porcentaje de proteina
recuperada y la pureza mediante HPLC de exclusion por tamafios.
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Tabla 1. Estabilidad de Proteina de Trampa de VEGF de 50 mg/ml (VGFT-SS065)

T . % de Trampa de % de Trampa de VEGF en
Meses Apariencia Visual |Turbidez (DO4s nm) |pH VEGF Recuperada Configuracién Nativa

0 Pasa 0,00 6,2 100 98,8
3 Pasa 0,00 6,2 101 98,7
6 Pasa 0,01 6,3 100 98,3
9 Pasa 0,01 6,3 101 98,3
12 Pasa 0,01 6,3 104 98,4
18 Pasa 0,01 6,3 96 98,1
24 Pasa 0,01 6,3 105 98,1

Ejemplo 2. Estabilidad de Formulacion Liquida de Trampa de VEGF de 50 mg/ml Almacenada a 6°C en Viales
de Vidrio de 3 ml.

Se almacend una formulacion liquida que contenia Trampa de VEGF de 50 mg/ml (SEQ ID NO: 4), fosfato 10 mM,
NaCl 50 mM, polietilenglicol 3350 al 3%, sacarosa al 5%, y pH 6,25, a 5°C en viales de vidrio de 3 ml y se
sometieron a ensayo las muestras a los 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses. Los resultados de estabilidad se muestran en la
Tabla 2. Se determinaron la turbidez, el porcentaje de proteina recuperada y la pureza como se ha descrito
anteriormente.

Tabla 2. Estabilidad de Proteina de Trampa de VEGF de 50 mg/ml (VGFT-SS065)
% de Trampa de % de Trampa de VEGF en

Meses | Apariencia Visual Turbidez pH VEGF Recuperada Configuracion Nativa
0 Pasa 0,00 6,2 100 98,9
3 Pasa 0,00 6,1 104 98,5
6 Pasa 0,01 6,3 99 98,3
9 Pasa 0,00 6,3 102 97,6
12 Pasa 0,01 6,3 103 98,0
18 Pasa 0,00 6,3 113 97,7
24 Pasa 0,00 6,2 106 97,6

Ejemplo 3. Estabilidad de Formulacién Liquida de Trampa de VEGF de 40 mg/ml Almacenada a 5°C en Viales
de Vidrio de 3 ml.

Se almacend una formulacion liquida que contenia Trampa de VEGF de 40 mg/ml (SEQ ID NO: 4), fosfato 10 mM,
NaCl 40 mM, polisorbato 20 al 0,03%, sacarosa al 5%, y pH 6,3, a 5°C en viales de vidrio de 3 ml y se sometieron a
ensayo las muestras a los 0,5, 1, 2, 3, y 4 meses. Los resultados de estabilidad se muestran en la Tabla 3. Se
determinaron la turbidez, el porcentaje de proteina recuperada y la pureza como se ha descrito anteriormente.

Tabla 3. Estabilidad de Proteina de Trampa de VEGF de 40 mg/ml (VGFT-SS207)

Meses AparonciaVisual | Tuwidez  ph | %Zelrameae | %de fampa doVEGE o
0 Pasa 0,00 6,3 100 99,5

0,5 Pasa 0,00 6,3 99 99,4

1 Pasa 0,00 6,2 98 99,5

2 Pasa 0,00 6,2 95 99,2

3 Pasa 0,01 6,4

4 Pasa 0,01 6,3
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Ejemplo 4. Estabilidad de Formulacion Liquida de Trampa de VEGF de 40 mg/ml Almacenada a 5°C en una
jeringa de Vidrio Pre-cargada.

Se almacend una formulacion liquida que contenia Trampa de VEGF de 40 mg/ml (SEQ ID NO: 4), fosfato 10 mM,
NaCl 40 mM, polisorbato 20 al 0,03%, sacarosa al 5%, y pH 6,3, a 5°C en una jeringa de vidrio tipo Luer pre-cargada
con un émbolo recubierto con FluroTec 4023/50 y se sometieron a ensayo las muestras a los 0,5, 1, 2, 3, y 4 meses.
Los resultados de estabilidad se muestran en la Tabla 4. Se determinaron la turbidez, el porcentaje de proteina
recuperada y la pureza como se ha descrito anteriormente.

Tabla 4. Estabilidad de Proteina de Trampa de VEGF de 40 mg/ml (VGFT-SS207)

Meses | Apariencia Visual Turbidez | pH Vtyé’g: ;;ir:s:rgga % gg;‘;;?r‘;acigi \r{lifi'\faen
0 Pasa 0,00 6,3 100 99,4
0,5 Pasa 0,00 6,3 100 99,3
1 Pasa 0,00 6,3 100 99,4
2 Pasa 0,00 6,3 97 99,1
3 Pasa 0,01 6,4
4 Pasa 0,01 6,3

Ejemplo 5. Estabilidad de Formulacion Liquida de Trampa de VEGF de 40 mg/ml Almacenada a 5°C en Viales
de Vidrio de 3 ml.

Se almacend una formulacion liquida que contenia Trampa de VEGF de 40 mg/ml (SEQ ID NO: 4), fosfato 10 mM,
NaCl 135 mM, polisorbato 20 al 0,03%, y pH 6,3, a 5°C en viales de vidrio de 3 ml y se sometieron a ensayo las
muestras a los 0,5, 1, 2, 3, y 4 meses. Los resultados de estabilidad se muestran en la Tabla 5. Se determinaron la
turbidez, el porcentaje de proteina recuperada y la pureza como se ha descrito anteriormente.

Tabla 5. Estabilidad de Proteina de Trampa de VEGF de 40 mg/ml (VGFT-SS203)

o, o,
Meses | Apariencia Visual | Turbidez | pH % de ;;ir:g:rggaVEGF % ggr;l;‘:;:‘rzacigi \'{Eﬁ\faen
0 Pasa 0,00 6,3 100 99,3
0,5 Pasa 0,00 6,2 87 99,2
1 Pasa 0,00 6,2 88 99,1
2 Pasa 0,00 6,3 103 99,2
3 Pasa 0,00 6,3 88 99,0
4 Pasa 0,00 6,2 85 98,9
5 Pasa 0,00 6,3 84 99,0

Ejemplo 6. Estabilidad de Formulacion Liquida de Trampa de VEGF de 40 mg/ml Almacenada a 5°C en una
Jeringa de Vidrio Pre-cargada de 1 ml.

Se almacend una formulacion liquida que contenia Trampa de VEGF de 40 mg/ml (SEQ ID NO: 4), fosfato 10 mM,
NaCl 135 mM, polisorbato 20 al 0,03%, y pH 6,3, a 5°C en una jeringa de tipo Luer de vidrio precargada de 1 ml con
un émbolo recubierto con FluroTec 4023/50 y se sometieron a ensayo las muestras a los 0,5, 1, 2, 3, y 4 meses. Los
resultados de estabilidad se muestran en la Tabla 6. Se determinaron la turbidez, el porcentaje de proteina
recuperada y la pureza como se ha descrito anteriormente.
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Tabla 6. Estabilidad de Proteina de Trampa de VEGF de 40 mg/ml (VGFT-SS203)

Meses

0
0,5

al b W N =

Apariencia Visual

Pasa
Pasa
Pasa
Pasa
Pasa
Pasa

Pasa

Turbidez

0,00
0,01
0,00
0,00
0,01
0,01
0,00

pH

6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3
6,3

% de Trampa de VEGF
Recuperada

100
101
101
102
103
99

% de Trampa de VEGF en
Configuracion Nativa

99,2
99,2
99,2
99,1
98,8
98,9

Ejemplo 7. Estabilidad de Formulacion de Trampa de VEGF de 20 mg/ml Liofilizada Almacenada a 5° C en
Viales de Vidrio de 3 ml y Reconstituida hasta 40 mg/mi.

Se liofilizaron 0,8 ml de una formulacion liquida que contenia trampa de VEGF de 20 mg/ml (SEQ ID NO: 4), fosfato
5 mM, NaCl 20 mM, polisorbato 20 al 0,015%, sacarosa al 2,5%, y pH 6,3, en viales de vidrio de 3 ml. Las muestras
se almacenaron a 5°C y se sometieron a ensayo a los 1, y 2 meses. La trampa de VEGF se reconstituyé a una
concentracion final de trampa de VEGF de 40 mg/ml (volumen final de 0,4 ml). Los resultados de estabilidad se
muestran en la Tabla 7 (t = tiempo en meses; * = apariencia visual; ** = tiempo de reconstitucion). Se determinaron
la turbidez, el porcentaje de proteina recuperada y la pureza como se ha descrito anteriormente.

Tabla 7. Estabilidad de Proteina de Trampa de VEGF de 20 mg/ml Liofilizada (VGFT-SS216)
% Trampa de

Tiempo de . I
. \SE ¥ " Ap. Vis.* Liquido . % de Trampa de VEGF en
t Ap.*Vis. Re((;?i':]s)' Reconstituido Turbidez | pH VEGF Recuperada | Configuracion
Nativa
0 Pasa 0,6 Pasa 0,00 6,3 100 99,5
1 Pasa 0,6 Pasa 0,01 6,3 106 99,4
2 Pasa 0,4 Pasa 0,01 6,2 103 99,3

Ejemplo 8. Estabilidad de Formulacion de Trampa de VEGF de 20 mg/ml Liofilizada Almacenada a 5°C en
Viales de Vidrio de 3 ml.

Se liofilizaron 0,8 ml de una formulacion liquida que contenia trampa de VEGF de 20 mg/ml (SEQ ID NO: 4), fosfato
5 mM, NaCl 67,5 mM, polisorbato 20 al 0,015%, y pH 6,3, en viales de vidrio de 3 ml. Las muestras se almacenaron
a 5°C y se sometieron a ensayo a los 1, 2, y 3 meses. La trampa de VEGF se reconstituy6 a una concentracion final
de trampa de VEGF de 40 mg/ml (volumen final de 0,4 ml). Los resultados de estabilidad se muestran en la Tabla 8
(t = tiempo en meses; * = apariencia visual; ** = tiempo de reconstitucion).

Tabla 8. Estabilidad de Proteina de Trampa de VEGF de 20 mg/ml Liofilizada (VGFT-SS216)
% Trampa de

Tiempo de . I
__— " Ap. Vis. Liquido . % de Trampa de VEGF en
t  Ap.Vis. Re((;?i':]s)' Reconstituido Turbidez pH VEGF Recuperada Configuracion
Nativa
0 Pasa 0,7 Pasa 0,00 6,3 100 99,0
1 Pasa 0,7 Pasa 0,01 6,2 105 98,9
2 Pasa 0,4 Pasa 0,01 6,2 103 98,9

Aspectos Comparativos de la Descripcion
Los aspectos comparativos de la descripcion son los siguientes.

(1) una formulacion oftalmica de un antagonista del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que
comprende
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(a) 1-100 mg/ml de un antagonista de VEGF que comprende la secuencia de aminoacidos del
SEQ ID NO: 4;
(b) 0,01-5% de uno o mas co-disolventes organicos que son uno o mas de polisorbato,
polietilenglicol (PEG), y propilenglicol;
(c) 30-150 mM de un agente de tonicidad seleccionado entre cloruro de sodio o cloruro de potasio;

(d) 5-40 mM de tampon fosfato de sodio; y que comprende opcionalmente de manera adicional 1,0-
7,5% de un agente estabilizante seleccionado del grupo que consiste en sacarosa, sorbitol, glicerol, trehalosa, o
manitol, pH entre aproximadamente 5,8-7,0.

(2) Una formulacion oftalmica de acuerdo con el apartado (1), que comprende aproximadamente 1-100
mg/ml, preferiblemente 10-80 mg/ml, del antagonista de VEGF, tampén fosfato de sodio 10 mM, NaCl 40 mM,
polisorbato al 0,03%, y sacarosa al 5%, pH aproximadamente 6,2-6,3.

(3) Una formulacion oftalmica de acuerdo con el apartado (2), que comprende un antagonista de VEGF a
una concentracion seleccionada del grupo que consiste en 10 mg/ml, 20 mg/ml, 40 mg/ml, y 80 mg/ml.

(4) Una formulacion oftalmica de acuerdo con uno cualquiera de los apartados (1) a (3), que comprende 10-
80 mg/ml de antagonista de VEGF, fosfato de sodio 10 mM, polisorbato al 0,03%, y cloruro de sodio 135 mM, pH
aproximadamente 6,2-6,3.

(5) Una formulacion liofilizable de un antagonista del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que
comprende

(a) 5-50 mg/ml del antagonista de VEGF, preferiblemente 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml o 40
mg/ml que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 4;

(b) 5-25 mM de tampon fosfato de sodio, pH aproximadamente 5,8-7,0;

(c) 0,01-0,15% de un co-disolvente organico, seleccionado del grupo que consiste en polisorbato,
polietilenglicol (PEG), propilenglicol, y una combinacion de los mismos; y, opcionalmente

(d) 1-10% de un agente seleccionado del grupo que consiste en sacarosa, sorbitol, glicerol,
trehalosa, y manitol; o 20-150 mM de un agente de tonicidad, preferiblemente cloruro de sodio; o 1 -10% del agente
estabilizante y 20-150 mM del agente de tonicidad.

(6) Una formulacion liofilizable de acuerdo con el apartado (5), que comprende aproximadamente 20 mg/ml
del antagonista de VEGF, tampoén fosfato de sodio aproximadamente 10 mM, polisorbato aproximadamente al
0,03%, PEG aproximadamente al 0,1%, y sacarosa aproximadamente al 2,5%, pH aproximadamente 6,2-6,3.

(7) Una formulacion liofilizable de acuerdo con el apartado (5), que comprende aproximadamente 20 mg/ml
del antagonista de VEGF, tampon fosfato de sodio aproximadamente 5 mM, polisorbato aproximadamente al
0,015%, sacarosa aproximadamente al 2,5%, y que comprende adicionalmente cloruro de sodio aproximadamente
20 mM, pH aproximadamente 6,2-6,3.

(8) Una formulacion liofilizable de acuerdo con el apartado (6), que comprende aproximadamente 20 mg/ml
del antagonista de VEGF, tampon fosfato de sodio aproximadamente 5 mM, polisorbato aproximadamente al
0,015%, y que comprende adicionalmente cloruro de sodio aproximadamente 67,5 mM, pH aproximadamente 6,2-
6,3.

(9) Un método para producir una formulacién liofilizada de un antagonista de VEGF, que comprende
someter la formulaciéon pre-liofilizada de acuerdo con los apartados (5) a (8) a liofilizacion para generar una
formulacion liofilizada.

(10) Una jeringa pre-cargada adecuada para la administracion intravitrea que comprende la formulacion del
apartado (1).
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Formulaciones Antagonistas de VEGF Adecuadas para la Administracion Intravitrea

<130> 5050A-WO

<140> Pendiente de cesion
<141> 2007-06-14

<150> 60/814,484
<151> 2006-06-16

<160> 4

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1
<211> 1453
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética

<400>
aagettggge
caaccaccat
tgecttctecac
ccgaaattat
ctaacatcac
gecataatctg
ggcttctgac
atcgacaaac
ctgttggaga
acttcaactg
taaaaaccca
taacceggag
agaacagcac
caccgtgecec
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
cecgteectgea
ceetoecage
aggtgtacac
gcctggteaa
cggagaacaa
atagcaaget
tgatgecatga
aatgagcgge

<210> 2
<211> 458
<212> PRT

tgcaggtcga
ggtcagectac
aggatctagt
acacatgact
tgttacttta
ggacagtaga
ctgtgaagea
caatacaatc
aaagcktgtc
ggaataccct
gtctgggagt
tgaccaagga
atttgtcagg
agcacctgaa
cctecatgate
ccctgaggte
geegegggag
ccaggactgg
ccccatecgag
cctgecceca
aggcttcotat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgeac
cge

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 2

tcgactetag
tgggacaccg
tceggaggta
gaaggaagygyg
aaaaagtttc
aagggcttca
acagtcaatg
atagatgtgg
ttaaattgta
tcttcgaage
gagatgaaga
ttgtacacct
gteccatgaaa
ctectggggyg
tceecggacee
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggea
aaaaccatct
tcecegggatg
cceagegaca
acgeccteecceg
aagagcaggt
aaccactaca

aggatcgate
gggtectget
gacetttegt
agctegteat
cacttgacac
tcatatcaaa
ggcatttgta
ttctgagtec
cagcaagaac
atcagcataa
aatttttgag
gtgcagecate
agggcceggg
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagecaa
agctgaccaa
tegecgtgga
tgctggactc
ggcagcaggyg
cgcagaagag

cccgggegag
gtgegegetyg
agagatgtac
tecetgeegg
tttgatcect
‘tgcaacgtac
taagacaaac
gtcteatgga
tgaactaaat
gaaacttgta
caccttaact
cagtgggetg
cgacaaaact
cttectette
atgegtggty
cggegtggag
ccgtgtggte
gtgcaaggte
agggcecagece
gaaccaggte
gtgggagage
cgacggctec
gaacgtctte
cctecteoectg

12

ctegaatteg
ctcagctgte
agtgaaatce
gttacgtcac
gatggaaaac
aaagaaatag
tatctcacac
attgaactat
gtggggattyg
aaccgagace
atagatggtg
atgaccaaga
cacacatgee
cceeccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcectea
teccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcage
ttcttectet
tecatgeteeg
tctecegggta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1453
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Met
1
Cys
Met
Leu
Lys

65

Trp
Ile
Thr
Leu
Leu
145
Trp
Asp
Leu
Ala
val
225
Pro
Lys
val
Tyr
Glu
305
His
Lys
Gln
Leu
Pro
385
aAsn
Leu

val

Gln
450

Val
Leu
Tyxr
val
50

Lys
Asp
Gly
Asn
Ser
130
Asn
Glu
Leu
Thr
Ala
210
His
Ala
Pro
val
val
290
Gln
Gln
Ala
Pro
Thx
370
Sex
Tyxr
Tyx
Phe

Lys

<210>3
<211> 1377
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 3

Ser
Leu
Ser
Ile
Phe
Ser
Leu
Tyr
115
Pro
Cys
Tyr
Lys
Ile
195
Ser
Glu
Pro
Lys
val
275
Asp
Tyx
Asp
Leu
Arg
355
Lys
Asp
Lys
Sex
Ser

433
Ser

Tyr
Leu
20

Glu
Pxo
Pro
Rrg
Leu
100
Leu
Ser
Thr
Pro
Thr
180
Asp
Ser
Lys
Glu
AsSp
2860
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
340
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
420
Cys

Leu

Trp
Thr
Ile
Cys
Leu
Lys
89

Thr
Thr
His
Ala
Ser
165
Gln
Gly
Gly
Gly
Leu
245
Thr
val
val
Ser
Leu
325
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
405
Leu

Ser

Ser

Asp
Gly
Pro
Arg
Asp
Gly
Cys
His
Gly
Arg
150
Ser
Ser
Val
Leu
Pro
230
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
310
Asn
Pro
Glin
Val
val
390
Pro
Thr
Val

Leu

455

Thr
Serx
Glu
val
55

Thr
Phe
Glu
Arg
Ile
135
Thr
Lys
Gly
Thr
Met
215
Gly
Gly
Met
His
Val
295
Tyr
Gly
Ile
val
Ser
375
Glu
Pro
Val
Met

Serx

Gly
Sex
Ile
Thx
Leu
Ile
Ala
Gln
120
Glu
Glu
His
Sex
Arg
200
Thr
Asp
Gly
Ile
Glu
280
His
Axrg
Lys
Glu
Tyx
360
Leu
Trp
vVal
Asp
His

440
Pro
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Val
Ser
Ile
Ser
Ile
Ile
Thr
105
Thr
Leu
Leu
Gln
Glu
185
Ser
Lys
Lys
Pro
Ser
265
Asp
Asn
val
Glu
Lys
345
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
425
Glu

Gly

Leu
10

Gly
His
Pro
Pro
Ser
val
Asn
Ser
Asn
His
170
Met

Asp

Lys

Thr
Ser
250
Pro
Ala
val
Tyr
330
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
410
Ser

RAla

Lys

Leu
Gly
Met
Asn
Asp
Asn
Asn
Thx
val
val
135
Lys
Lys
Gln
Asn
RHis
235
val
Thx
Glu
Lys
Ser
315
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
395
Ser

Arg

Leu

Cys

Arg

Thr
Ile
Gly
Ala
Gly
Ile
Gly
140
Gly
Lys
Lys
Gly
Ser
220
Thr
Phe
Pro
val
Thr
300
val
Cys
Ser
Pro
val
380
Gly
Asp
Trp

His

13

Ala
Pro
Glu
Thr
Lys
Thr
His
Ile
125
Glu

Ile

‘Leu

Phe
Leu
205
Cys
Leu
Glu
Lys
285
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
365
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
445

Leu
Phe
Gly
val
Arg
Tyx
Leu
110
Asp
Lys
Asp
val
Leu
190
Ty
Phe
Pro
Phe
val
270
Phe
Pro
Thr
vVal
Ala
350
Arg
Gly
Pro
Serx
Gln

430
His

Leu
15

Val
Arg
Thr
Ile
Lys
895

Tyzr
val
Leu
Phe
Asn
175
Ser
Thr
vVal
Pro
Pro
255%
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
335
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
415
Gly

Tyx

Ser
Glu
Glu
Leu
Ile
Glu
Lys
val
Val
Asn
160
Axg
Thx
Cys
Arg
Cys
240
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
320
Asn
Gly
Glu
Tyx
Asn
400
Phe

Asn

Thr
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atggtcagct
acaggatcta
ccecgaaatta
cgctaacatca
cgcataatcet
gggettctga
catcgacaaa
tetgttggag
gacttcaact
ctaaaaacce
gtaacccgga
aagaacagca
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagyg
aagccegegayg
caccaggact
gcceccatceg
accctgecee
aaaggcttet
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggetctge

<210> 4
<211> 458
<212> PRT

actgggacac
gttccggaag
tacacatgac
ctgttacttt
gggacagtag
cctgtgaage
ccaatacaat
aaaagcttgt
gggaatacee
agtctgggag
gtgaccaagg
catttgtcag
aactcctggg
tctcececggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catccecggga
atcccagega
ccacgecectce
acaagagcaq
acaaccacta

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 4
Met Val
1

Sex

Tyr Trp RAs

cggggteetg
tgataccyggt
tgaaggaagg
aaaaaagttt
aaagggcettc
aacagtcaat
catagatgtg
cttaaattgt
ttettegaag
tgagatgaag
attgtacacc
ggtccatgaa
gggaccgtca
ccectgaggte
ctggtacgtg
caacagcacyg
caaggagtac
ctecaaagcc
tgagctgacc
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

p Thr Gly

val
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ctgtgegege
agacctttcg
gagctcgtea
ccacttgaca
atcatatoaa
gggcatttgt
gttctgagte
acagcaagaa
catcagcata
aaatttttga
tgtgcagcat
aaggacaaaa
gtcttcctet
acatgegtgyg
gacggcgtgyg
taccgtgtogg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tecgacgget
gggaacgtct
agcctctcee

Leu
10

Leu

tgctcagectg
tagagatgta
ttecctgeey
ctttgatcece
atgcaacgta
ataagacaaa
cgtetecatgy
ctgaactaaa
agaaacttgt
gcaccttaac
ccagtgggcet
ctcacacatg
tececeeccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagecgtcet
tctecaacaa
cccgagaace
tcagectgac
gcaatgggca
ccttettect
tectecatgete
tgtctecggyg

Cys Ala

Leu

tctgecttete
cagtgaaatce
ggttacgtca
tgatggaaaa
caaagaaata
ctatctcaca
aattgaacta
tgtggggatt
aaaccgagac
tatagatggt
gatgaccaag
ccecaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectyg
ageccctccea
acaggtgtac
ctgecetggte
gecggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
taaatga

Leu Sexr

cys
Phe
Gly
val
65

Arg
Tyr

Leu

Leu
Val
Arg

50
Thr

Ile

Lys

Tyr

Leu
Glu
Glu
Len
Ile
Glu

Lys
115

Leu
20

Met
Leu
Lys
Txp
Ile

100
Thx

Thr
Tyx
Val
Lys
Asp
Gly

Asn

Gly Serx Ser

Glu Ile
40

Cys

Ser

Ile Pro

Phe
70
Ser

Pro Leu

Arg Lys

Leu Leu Thx
Thr

120

Tyr Leu

Sex
25

Pro
Arg
Asp
Gly
Cys

105
His

Gly
Glu
Val
Thr
Phe
Glu

Arg

Ser
Ile
Thr
Leu
75

Ile
Ala

Gln

Asp
Ile
Ser
Ile
Ile
Thx

Thxr

14

Thx
His
Pro
Pro
Ser
val

Asn
125

Gly
30

Met
Asn
Asp
AsSn
Asn

110
Thr

Axg
Thr
Ile
Gly
Ala
95

Gly

Ile

Pro
Glu
Thr
Lys
80

Thr
His

Ile



AsSp
Lys
145
Asp
val
Leu
Tyx
Phe
225
Pro
Lys
val
Tyx
Glu
305
His
Lys
Gln
Leu
Pxo
385
Asn
Leu

val

Gln

val
130
Len
Phe
Asn
Ser
Thr
210
Val
Ala
Pro
val
vVal
290
Gln
Gln
Ala
Pro
Thx
370
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
450

val
val
Asn
Axg
Thr
185
Cys
Arg
Pro
Lys
val
275
Asp
Tyr
Asp
Leu
Axrg
355
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

435
Sexr

Leu
Leu
Trp
Asp
180
Leu
Ala
Val
Glu
Asp
260
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
340
Glu
Asn
Ile
Thx
Lys
420
Cys

Leu

Ser
Asn
Glu
165
Leu
Thr
Ala
His
Leu
245
Thr
Val
val
Ser
Leu
325
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
405
Leu

Ser

Ser

Pro
Cys
150
Tyx
Lys
Ile
Ser
Glu
230
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
310
Asn
Pro
Gln
Val
val
380
Pro
Thx
val

Leu

Ser
135
Thr
Pro
Thr
Asp
Ser
218
Lys
Gly
Met
His
Val
295
Tyxr
Gly
Ile
val
Ser
375
Glu
Pro
Val
Met

Sexr
455

His
Ala
Sex
Gln
Gly
200
Gly
Asp
Gly
Ile
Glu
280
His
Axg
Lys
Glu
TyTr

360
Leu

Trp
Val
Asp
His

4490
Pro
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Gly
Arg

Ser

Ser.

185
val

Leu
Lys
Pro
Ser
265
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
345
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
425
Glu

Gly

Ile
Thr
Lys
170
Gly
Thr
Met
Thr
Ser
250
Arg
Pro
Ala
Val
Tyx
330
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
410
Ser

Ala

Lys

Glu
Glu
155
His
Ser
Arg
Thx
His
235
Val
Thr
Glu
Lys
Sex
315
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
395
Ser

Arg

Leu

Leu
140
Leu
Gln
Glu
Ser
LysS
220
Thr
Phe
Pro
val
Thr
300
Val
Cys
Sex
Pro
val
380
Gly
Asp
Trp

His

15

Ser
Asn
His
Met
Asp
205
Lys
Cys
Leu
Glu
Lys
285
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
365
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
445

val
Val
Lys
Lys
190
Gln
Asn
Pro
Phe
val
270
Phe
Pro
Thr
val
Ala
350
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

430
His

Gly
Gly
Lys
175
Lys
Gly
Ser
Pro
Pro
255
Thx
Asn
Arg
Val
Serx
335
Lys
Asp
Phe
Glu

Phe

415

Gly

Tyx

Glu
Ile
160
Leu
Phe
Leu
Thr
Cys
240
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
320
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
400
Phe

Asn

Thr
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion oftalmica de un antagonista del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que
comprende:

(a) 1-100 mg/ml de un antagonista de VEGF que consiste en los aminoacidos 27-457 del SEQ ID NO: 4, que esta
glicosilado en los residuos de Asn 62, 94, 149, 222 y 308;

(b) 0,01-5%de uno o mas co-disolventes organicos que son uno o mas de polisorbato, polietilenglicol (PEG), y
propilenglicol;

(c) 30-150 mM de un agente de tonicidad seleccionado entre cloruro de sodio o cloruro de potasio;

(d) 5-40 mM de tampén fosfato de sodio; y

(e) 1,0-7,5% de un agente estabilizante seleccionado del grupo que consiste en sacarosa, sorbitol, glicerol,
trehalosa, y manitol, pH entre aproximadamente 5,8-7,0, en donde la formulacién es adecuada para la
administracion intravitrea.

2. Una formulacién oftalmica de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende aproximadamente 1-100 mg/ml,
preferiblemente 10-80 mg/ml, del antagonista de VEGF, tampoén fosfato de sodio 10 mM, NaCl 40 mM, polisorbato al
0,03%, y sacarosa al 5%, pH aproximadamente 6,2-6,3.

3. Una formulacién oftalmica de acuerdo con la reivindicacién 2, que comprende antagonista de VEGF a una
concentracion seleccionada del grupo que consiste en 10 mg/ml, 20 mg/ml, 40 mg/ml, y 80 mg/ml.

4. Una formulacién oftalmica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende 10-
80 mg/ml de un antagonista de VEGF, fosfato de sodio 10 mM, polisorbato al 0,03%, y cloruro de sodio 135 mM, pH
aproximadamente 6,2-6,3.

5. Una formulacioén oftalmica de acuerdo con la reivindicacién 1 que comprende:

(a) 10 mg/ml o 40 mg/ml de un antagonista de VEGF que consiste en los aminoacidos 27-457 del SEQ ID NO: 4,
que esta glicosilado en los residuos de Asn 62, 94, 149, 222 y 308;

(b) polisorbato 20 al 0,03%;

(c) cloruro de sodio aproximadamente 40 mM;

(d) tampdn fosfato de sodio 10 mM; y

(e) sacarosa al 5%,

en donde el pH de la formulacién es el pH 6,2-6,3.

6. Una formulacion liofilizable de un antagonista del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que
comprende

(a) 5-50 mg/ml del antagonista de VEGF, preferiblemente 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml o 40 mg/ml, que consiste en
los aminoacidos 27-457 del SEQ ID NO: 4, que esta glicosilado en los residuos de Asn 62, 94, 149, 222 y 308;

(b) 5-25 mM de tampon fosfato de sodio, pH aproximadamente 5,8-7,0;

(c) 0,01-0,15% de un co-disolvente organico, seleccionado del grupo que consiste en polisorbato, polietilenglicol
(PEG), propilenglicol, y una combinacion de los mismos; y

(d) 1-10% de un agente estabilizante seleccionado del grupo que consiste en sacarosa, sorbitol, glicerol, trehalosa,
y manitol; 20-150 mM de un agente de tonicidad, preferiblemente cloruro de sodio; o 1-10% de agente estabilizante
y 20-150 mM de agente de tonicidad,

en donde la formulacién puede ser reconstituida de manera que sea adecuada para la administracion intravitrea.

7. Una formulacion liofilizable de acuerdo con la reivindicaciéon 6, que comprende aproximadamente 20 mg/ml de
antagonista de VEGF, tampon fosfato de sodio aproximadamente 10 mM, polisorbato aproximadamente al 0,03%,
PEG aproximadamente al 0,1%, y sacarosa aproximadamente al 2,5%, pH aproximadamente 6,2-6,3.

8. Una formulacion liofilizable de acuerdo con la reivindicacion 6, que comprende aproximadamente 20 mg/ml de
antagonista de VEGF, tampon fosfato de sodio aproximadamente 5 mM, polisorbato aproximadamente al 0,015%,
sacarosa aproximadamente al 2,5%, y que comprende adicionalmente cloruro de sodio aproximadamente 20 mM,
pH aproximadamente 6,2-6,3.

9. Una formulacion liofilizable de acuerdo con la reivindicacién 7, que comprende aproximadamente 20 mg/ml de
antagonista de VEGF, tampdn fosfato de sodio aproximadamente 5 mM, polisorbato aproximadamente al 0,015%, y
que comprende adicionalmente cloruro de sodio aproximadamente 67,5 mM, pH aproximadamente 6,2-6,3.

10. Un método para producir una formulacion liofilizada de un antagonista de VEGF, que comprende someter la
formulacién pre-liofilizada de acuerdo con la reivindicaciéon 6 a 9 a liofilizacién para generar una formulacion
liofilizada.

11. Una jeringa pre-cargada adecuada para la administracion intravitrea que comprende la formulacion de una
16
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cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
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