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DESCRIPCIÓN

Formulaciones de antagonistas de VEGF

Campo de la invención5

La presente invención se dirige a formulaciones farmacéuticas que comprenden agentes capaces de inhibir al factor 
de crecimiento endotelial vascular (VEGF). La invención incluye formulaciones farmacéuticas que tienen estabilidad 
aumentada.

10
Estado de la técnica relacionada

La expresión del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es prácticamente ubicua en cáncer humano, en 
consistencia con su papel como un mediador clave de la neoangiogénesis tumoral. El bloqueo de la función de 
VEGF, mediante la unión a la molécula o su receptor VEGFR-2, inhibe el crecimiento de las células tumorales 15
implantadas en múltiples modelos de xenotrasplantes (véase, por ejemplo, Gerber et al. (2000) Cancer Res. 
60:6253-6258). Se ha descrito una proteína de fusión antagonista soluble específica de VEGF, denominada una 
"Trampa de VEGF" (Kim et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 99: 11399-404; Holash et al. (2002) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 99:11393-8).

20
La liofilización (desecado por congelación bajo condiciones controladas) se usa comúnmente para el 
almacenamiento a largo plazo de proteínas. La proteína liofilizada es sustancialmente resistente a la degradación, 
agregación, oxidación y otros procesos degenerativos mientras se encuentra en estado liofilizado (véase, por 
ejemplo, el documento U.S. 6.436.897).

25
Los siguientes documentos también se refieren a:

- El documento WO 2005/000895 que se refiere a las Trampas de VEGF y a los usos terapéuticos de las mismas;
- Fraser et al (2004) J. Clin. Endocrinology & Metabolism, 90(2): 1114-1122 que concierne a inyecciones simples 

de una trampa de factor de crecimiento endotelial vascular que bloquea la ovulación;30
- El documento US 2005/032699 que concierne a una composición de un antagonista de VEGF y un agente 

anti-proliferativo;
- El documento WO 02/060489 que concierne a un método para usar una variante del receptor de VEGF para 

tratar la psoriasis y para potenciar la curación de heridas; y
- El documento US 2003/202972 que concierne a un método de administración y de uso de los inhibidores de 35

VEGF para el tratamiento del cáncer.

Breve sumario de la invención

En el presente documento se proporcionan formulaciones estables de una proteína de fusión específica antagonista 40
de VEGF. Las formulaciones farmacéuticamente aceptables de la invención comprenden la "trampa" antagonista de 
VEGF con un transportador farmacéuticamente aceptable tal como se define en las reivindicaciones. 

La invención proporciona una formulación farmacéutica líquida estable de un antagonista de una proteína de fusión
antagonista específica de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que comprende una proteína de fusión 45
que consiste en los aminoácidos 27-457 de la SEQ ID NO:4 y restos de Asn glucosilados en las posiciones 62, 94, 
149, 222 y 308, tampón fosfato 5 mM, tampón citrato 5 mM, NaCl 100 mM, polisorbato 20 al 0,1 %, sacarosa al 20 % 
y 25 mg/ml de la proteína de fusión, a un pH de 6,0-6,1.

La invención además proporciona una formulación preliofilizada que comprende (i) 5-75 mg/ml de un antagonista de 50
una proteína de fusión específica de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que consiste en los 
aminoácidos 27-457 de la SEQ ID NO:4 y los restos de Asn glucosilados en las posiciones 62, 94, 149, 222 y 308, 
(ii) un tampón de histidina que comprende histidina 5-50 mM, (iii) polietilenglicol (PEG) al 0,1-3,0 %, (iv) glicina al 
0,25-3,0 % y (v) sacarosa al 0,5-6,0 % a un pH de 6,0-6,5. En una realización, la formulación preliofilizada de la 
invención no contiene un conservante.55

En cualquier realización, la formulación preliofilizada puede comprender adicionalmente hasta 0,05 mM de citrato y/o 
polisorbato al 0,003-0,005 %. El polisorbato presente puede ser, por ejemplo, polisorbato 20.

En una realización más específica, la formulación pre-liofilizada comprende aproximadamente 10 mM de histidina, 60
PEG 3350 aproximadamente al 1,5 %, glicina aproximadamente al 0,75 %, sacarosa aproximadamente al 2,5 %, y 
aproximadamente de 12, a 75 mg/ml de proteína de fusión específica de VEGF, a un pH de aproximadamente 6,25. 
En realizaciones separadas, la formulación reconstituida es 2 veces la concentración de la formulación preliofilizada, 
por ejemplo, una formulación preliofilizada de 20 mg de proteína de fusión/ml se reconstituye a una formulación final 
de 60 mg de proteína de fusión/ml. Generalmente, la formulación liofilizada se reconstituye con agua estéril 65
adecuada para la inyección. En una realización, el líquido reconstituyente puede ser agua bacteriostática.
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La invención proporciona adicionalmente un método para producir una formulación farmacéutica liofilizada 
reconstituida de un antagonista de proteína de fusión específica de VEGF, que comprende reconstituir la formulación 
liofilizada descrita con líquido, en donde se genera una formulación farmacéutica liofilizada reconstituida. La 
formulación liofilizada se puede liofilizar mediante cualquier método conocido en la materia para liofilizad un líquido.

5
La invención proporciona adicionalmente un método para producir una formulación farmacéutica liofilizada 
reconstituida de un antagonista de proteína de fusión específica de VEGF, que comprende reconstituir la formulación 
liofilizada descrita con líquido, en donde se genera una formulación farmacéutica liofilizada reconstituida. En una 
realización, la formulación reconstituida es dos veces la concentración de la formulación preliofilizada, por ejemplo, 
el método de la divulgación comprende: (a) producir una formulación preliofilizada de un antagonista de proteína de 10
fusión específico de VEGF, (b) someter la formulación preliofilizada de la etapa (a) a liofilización; y (c) reconstituir la 
formulación liofilizada de la etapa (b).

En realizaciones específicas del método de producción de una formulación liofilizada reconstituida, está presente 
una solución preliofilizada en un frasco como una solución de 25 mg de antagonista de proteína de fusión específica 15
de VEGF por ml de formulación preliofilizada, que está liofilizada y reconstituida a una solución de 50 mg/ml. En otra 
realización, se liofiliza una solución preliofilizada de 30 mg/ml y se reconstituye a una solución de 60 mg/ml. En otra 
realización, se liofiliza una solución preliofilizada de 40 mg/ml y se reconstituye a una solución de 80 mg/ml. En otra 
realización, se liofiliza una solución preliofilizada de 12,5 mg/ml y se reconstituye a una solución de 25 mg/ml. En 
otra realización, se liofiliza una solución preliofilizada de 50 mg/ml y se reconstituye a una solución de 100 mg/ml. En 20
otra realización, se liofiliza una solución preliofilizada de 75 mg/ml y se reconstituye a una solución de 150 mg/ml.
Preferentemente, la formulación liofilizada reconstituida no contiene un conservante.

Descripción detallada de la Invención
25

Descripción general

El manejo seguro y la administración de las formulaciones que comprenden proteínas representan retos 
significativos para los formuladores farmacéuticos. Las proteínas poseen propiedades químicas y físicas únicas que 
presentan problemas de estabilidad: existe una variedad de rutas de degradación para las proteínas, implicando30
tanto la inestabilidad química como la física. La inestabilidad química incluye la desaminación, agregación, el recorte 
de la estructura peptídica y la oxidación de los restos de metionina. La inestabilidad física abarca muchos
fenómenos, incluyendo, por ejemplo, la agregación.

La estabilidad química y física se puede promover mediante la retirada de agua de la proteína. La liofilización 35
(desecado por congelación bajo condiciones controladas) se usa frecuentemente para el almacenamiento a largo 
plazo de proteínas. La proteína liofilizada es sustancialmente resistente a la degradación, agregación, oxidación y 
otros procesos degenerativos mientras se encuentra en estado liofilizado. La proteína liofilizada se reconstituye 
normalmente con agua que contiene de manera opcional un conservante bacteriostático (por ejemplo, alcohol de 
bencilo) antes de su administración.40

Definiciones

La expresión “liofilizado” o “desecado por congelación” incluye un estado de una sustancia que se ha sometido a un 
proceso de secado tal como liofilización, donde al menos se ha eliminado el 50 % de la humedad.45

La frase “agente de carga” incluye un compuesto que es farmacéuticamente aceptable y que añade carga a la 
mezcla de liofilización. Generalmente, los agentes de carga aceptables conocidos en la materia incluyen, por 
ejemplo, hidratos de carbono, incluyendo azúcares sencillos tales como dextrosa, ribosa, fructosa y similares, 
azúcares de alcohol tales como manitol, inositol y sorbitol, disacáridos que incluyen trehalosa, sacarosa y lactosa, 50
polímeros de origen natural tales como almidón, dextranos, quitosano, hialuronato, proteínas (por ejemplo, gelatina y 
albúmina de suero), glucógeno y monómeros y polímeros sintéticos. En las formulaciones de la publicación, PEG 
3350 es un codisolvente orgánico que se usa para estabilizar la proteína de fusión cuando se agita, se mezcla o se 
manipula, y como agente de carga para ayudar a producir una carga aceptable.

55
El término “lioprotector” incluye una sustancia que se puede añadir a una formulación desecada por congelación o 
liofilizada para ayudar a mantener la estructura de la proteína cuando se deseca por congelación o se liofiliza.

Un “conservante” incluye un compuesto bacteriostático, bactericida, fungistático o fungicida que se añade 
generalmente a formulaciones para retardar o eliminar el crecimiento de bacterias u otros microorganismos 60
contaminantes en las formulaciones. Los conservantes incluyen, por ejemplo, alcohol de bencilo, fenol, cloruro de 
benzalconio, m-cresol, timerosal, clorobutanol, metilparabeno, propilparabeno y similares. Otros ejemplos de 
conservantes farmacéuticamente aceptables se pueden encontrar en la USP.

65
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Antagonistas del VEGF

Un antagonista de VEGF es un compuesto que puede bloquear o inhibir la acción biológica del factor de crecimiento 
endotelial vascular (VEGF), e incluye proteínas de fusión capaces de atrapar a VEGF. La proteína de fusión usada
en la formulación de la invención comprende los aminoácidos de 27-457 de SEQ ID NO:4 y está glucosilada en los 5
restos de Asn 62, 94, 149, 222 y 308. En realizaciones específicas, el antagonista de VEGF se expresa en una línea 
celular de mamífero tal como una célula CHO y se modifica de manera postraduccional.

El antagonista de VEGF puede prepararse por cualquier método conocido en la materia o que será conocido.
El antagonista de VEGF está preferentemente sustancialmente libre de proteínas contaminantes en el momento en 10
el que se usa para preparar la formulación farmacéuticamente aceptable. Por "sustancialmente libre de proteínas 
contaminantes" se entiende, preferentemente, que al menos el 90 % del peso de la preparación proteína de fusión 
antagonista específica de VEGF usada para realizar una formulación es una proteína de fusión antagonista de 
VEGF, más preferentemente al menos el 95 %, más preferentemente al menos el 99 %, La proteína de fusión está 
preferentemente sustancialmente libre de agregados. "Sustancialmente libre de agregados" significa que al menos el 15
90 % del peso de la proteína de fusión no está presente en un agregado en el momento en el que la proteína de 
fusión se usa para preparar la formulación farmacéuticamente eficaz. La proteína de fusión puede contener 
cantidades bajas o traza de compuestos como resultado del proceso de purificación, por ejemplo, cantidades bajas o 
traza de citrato y/o polisorbato.

20
Liofilización y formulaciones liofilizadas

Las formulaciones liofilizadas se pueden reconstituir en soluciones, suspensiones, emulsiones o cualquier otra forma 
adecuada para su administración o su uso. Las formulaciones liofilizadas se preparan en primer lugar como líquidos, 
después se congelan y se liofilizan. El volumen de líquido total antes de la liofilización puede ser menor que, igual a, 25
o mayor que, el volumen reconstituido final de la formulación liofilizada. El proceso de liofilización es bien conocido 
por los expertos en la materia, y típicamente incluye la sublimación de agua de una formulación congelada bajo 
condiciones controladas.

Las formulaciones liofilizadas se pueden almacenar en un amplio intervalo de temperaturas. Las formulaciones 30
liofilizadas se pueden almacenar por debajo de los 25 °C, por ejemplo, refrigeradas a 4 °C o a temperatura ambiente 
(por ejemplo, aproximadamente 25 °C). Preferentemente, las formulaciones liofilizadas se almacenan por debajo de 
aproximadamente 25 °C, más preferentemente, 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.35

Las formulaciones liofilizadas típicamente se reconstituyen para su uso mediante la adición de una solución acuosa 
para disolver la formulación liofilizada. Se puede usar una amplia variedad de soluciones acuosas para reconstituir 
una formulación liofilizada. Preferentemente, las formulaciones liofilizadas se reconstituyen usando agua. Las 
formulaciones liofilizadas se reconstituyen preferentemente con una solución que consiste esencialmente en agua 40
(por ejemplo, WFI de la USP, o agua para inyección) o agua bacteriostática (por ejemplo, WFI de la USP con alcohol 
de bencilo al 0,9 %). Sin embargo, también se pueden usar las soluciones que comprenden tampones y/o 
excipientes y/o uno o más vehículos farmacéuticamente aceptables.

Las formulaciones de desecado por congelación o liofilizadas se preparan típicamente a partir de líquidos, es decir, a 45
partir de soluciones, suspensiones, emulsiones y similares. Por lo tanto, el líquido que se somete a desecado por 
congelación preferentemente comprende todos los componentes deseados en una formulación líquida reconstituida 
final. Como resultado, cuando se reconstituye, la formulación desecada por congelación o liofilizada producirá una 
formulación líquida deseada tras la reconstitución. Las formulaciones desecadas por congelación o liofilizadas 
comprenden histidina, dado que la histidina, en comparación con el fosfato, es más eficaz en la estabilización de la 50
proteína de fusión cuando se liofiliza la proteína de fusión. Los codisolventes orgánicos tales como PEG 3350 se 
usan para estabilizar la proteína de fusión cuando se agita, se mezcla o se manipula. Preferentemente se usa un 
lioprotector en formulaciones desecadas por congelación o liofilizadas. Los lioprotectores ayudan a mantener la 
estructura secundaria de las proteínas cuando se desecan por congelación o se liofilizan. Dos ejemplos preferidos 
de lioprotectores son glicina y sacarosa, que preferentemente se usan juntos.55

Formulaciones líquidas estables

La invención proporciona una formulación farmacéutica líquida estable tal como se define anteriormente.
60

Se ha establecido una combinación de NaCl y sacarosa para estabilizar la proteína de fusión más eficazmente que 
cualquiera de los estabilizantes individuales por separado.

Se determina la estabilidad de una serie de modos en momentos especificados, incluyendo la determinación del pH, 
la inspección visual del color y la apariencia, la determinación del contenido de proteína total por métodos conocidos 65
en la técnica, por ejemplo, espectroscopia UV, SDS-PAGE, HPLC de exclusión molecular, bioensayo de la 
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determinación de la actividad, isoelectroenfoque y cuantificación de isoaspartato. En un ejemplo de bioensayo útil 
para determinar la actividad del antagonista de la actividad de VEGF, se usa una línea celular BAF/3 
VEGFR1/EPOR para determinar la unión a VEGF165.

Las formulaciones, tanto si son líquidas como desecadas por congelación o liofilizadas, pueden almacenarse en un 5
ambiente privado de oxígeno. Los ambientes privados de oxígeno pueden generarse mediante el almacenamiento 
de las formulaciones con un gas inerte tal como por ejemplo, argón, nitrógeno o helio.

Ejemplos
10

Ejemplo 1. Estabilidad de una Formulación Líquida de una Trampa de VEGF a 50 mg/ml

Una formulación líquida que contiene fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, polisorbato 20 al 0,1 %, sacarosa al 20 % y 
50 mg/ml de trampa de VEGF (SEQ ID NO:4), pH 6,25, se almacenó a 5 ºC y se ensayaron las muestras a los 3, 6, 
9, 12, 18 y 24 meses. Se determinó la estabilidad mediante SE-HPLC. Los resultados, mostrados en la Tabla 1, 15
muestran que el 98,6 % y el 98,3 % de la proteína de la trampa de VEGF permanecía intacta (no degradada) a los 
12 y 24 meses, respectivamente. La turbidez se midió a una DO405 nm, y el porcentaje de proteína recuperada por 
HPLC de exclusión molecular.

Tabla 1. Estabilidad de la Proteína de la Trampa de VEGF a 50 mg/ml Cuando se Almacena a 5 °C 20
(VGFT-SS065)

Meses Apariencia Visual Turbidez pH % de Trampa de 
VEGF recuperada

% de Trampa de VEGF con 
Configuración Nativa

0 Pasada 0,00 6,2 100 99,0

3 Pasada 0,00 6,2 102 98,8

6 Pasada 0,01 6,2 103 98,7

9 Pasada 0,01 6,3 102 98,2

12 Pasada 0,01 6,3 106 98,6

18 Pasada 0,00 6,3 103 98,4

24 Pasada 0,00 6,2 93 98,3

Una formulación líquida que contenía fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, PEG 3350 al 3 %, sacarosa al 20 % y 50 mg/ml
de trampa de VEGF (SEQ ID NO:4), pH 6,25, se almacenó a 5 ºC y se ensayaron las muestras a los 3, 6, 9, 12, 18 y 
24 meses. En la Tabla 2 se muestran los resultados de estabilidad.25

Tabla 2. Estabilidad de la Proteína de la Trampa de VEGF a 50 mg/ml Cuando se Almacena a 5 °C 
(VGFT-SS065)

Meses Apariencia Visual Turbidez pH % de Trampa de 
VEGF recuperada

% de Trampa de VEGF con 
Configuración Nativa

0 Pasada 0,00 6,2 100 99,0

3 Pasada 0,00 6,2 100 98,8

6 Pasada 0,01 6,3 103 98,5

9 Pasada 0,00 6,3 103 98,3

12 Pasada 0,01 6,3 110 98,3

18 Pasada 0,00 6,3 113 98,0

24 Pasada 0,01 6,2 90 97,8

Ejemplo 2. Estabilidad de una Formulación Líquida de una Trampa de VEGF a 75 mg/ml30

Una formulación líquida que contenía fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, Polisorbato 20 al 0,1 %, sacarosa al 20 %, y 
75 mg/ml de trampa de VEGF (SEQ ID NO:4), pH 6,25, se almacenó a 5 ºC y se ensayaron las muestras a los 0, 1, 
2,3, 3, 9, 12 y 15 meses. En la Tabla 3 se muestran los resultados de estabilidad.

35
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Tabla 3. Estabilidad de la Proteína de la Trampa de VEGF a 75 mg/ml Cuando se Almacena 5 °C 
(VGFT-SS101)

Meses Apariencia Visual Turbidez pH % de Trampa de 
VEGF recuperada

% de Trampa de VEGF con 
Configuración Nativa

0 Pasada 0,00 6,2 100 97,1

1 Pasada 0,00 6,2 96 97,0

2,3 Pasada 0,00 6,2 98 96,7

3 Pasada 0,00 6,2 97 96,1

9 Pasada -0,01 6,0 101 96,0

12 Pasada 0,00 6,3 110 94,5

15 Pasada 0,00 6,3 92 95,6

Una formulación líquida que contenía fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, PEG 3350 al 3 %, sacarosa al 20 % y 75 mg/ml
de trampa de VEGF (SEQ ID NO:4), pH 6,25, se almacenó a 5 ºC y se ensayaron las muestras a los 0, 1, 2,3, 3, 9, 5
12 y 15 meses. En la Tabla 4 se muestran los resultados de estabilidad.

Tabla 4. Estabilidad de la Proteína de la Trampa de VEGF a 75 mg/ml Cuando se Almacena a 5 °C 
(VGFT-SS101)

Meses Apariencia Visual Turbidez pH % de Trampa de 
VEGF recuperada

% de Trampa de VEGF con 
Configuración Nativa

0 Pasada 0,00 6,2 100 96,8

1 Pasada 0,00 6,2 99 96,7

2,3 Pasada 0,00 6,2 97 96,3

3 Pasada 0,00 6,2 89 95,6

9 Pasada -0,01 6,2 98 95,4

12 Pasada -0,01 6,3 112 94,1

15 Pasada 0,00 6,3 98 94,8

10
Ejemplo 3. Estabilidad de una Formulación Líquida de una Trampa de VEGF a 100 mg/ml

Una formulación líquida que contenía fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, Polisorbato 20 al 0,1 %, sacarosa al 20 %, y 
100 mg/ml de trampa de VEGF (SEQ ID NO:4), pH 6,25, se almacenó a 5 ºC y se ensayaron las muestras a los 0, 1, 
2,3, 3, 9, 12 y 15 meses. En la Tabla 5 se muestran los resultados de estabilidad.15

Tabla 5. Estabilidad de la Proteína de la Trampa de VEGF a 100 mg/ml Almacenada a 5 °C (VGFT-SS101)
Meses Apariencia Visual Turbidez pH % de Trampa de VEGF 

recuperada
% de Trampa de VEGF con 

Configuración Nativa
0 Pasada 0,00 6,3 100 96,7

1 Pasada 0,00 6,2 92 96,6

2,3 Pasada 0,00 6,2 92 96,2

6 Pasada 0,00 6,2 99 95,5

9 Pasada -0,01 6,2 92 95,5

12 Pasada -0,01 6,2 110 93,9

15 Pasada 0,00 6,3 108 94,8

Una formulación líquida que contenía fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, PEG 3350 al 3 %, sacarosa al 20 % y 100 mg/ml
de trampa de VEGF (SEQ ID NO:4), pH 6,25, se almacenó a 5 ºC y se ensayaron las muestras a los 0, 1, 2,3, 3, 9, 20
12 y 15 meses. En la Tabla 6 se muestran los resultados de estabilidad.
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Tabla 6. Estabilidad de la Proteína de la Trampa de VEGF a 100 mg/ml Almacenada a 5 °C (VGFT-SS101)
Meses Apariencia Visual Turbidez pH % de Trampa de VEGF 

recuperada
% de Trampa de VEGF con 

Configuración Nativa
0 Pasada 0,00 6,3 100 96,5

1 Pasada 0,01 6,2 94 96,2

2,3 Pasada 0,01 6,2 93 95,7

6 Pasada 0,01 6,2 102 94,6

9 Pasada 0,00 6,2 95 94,6

12 Pasada 0,00 6,3 96 92,8

15 Pasada 0,01 6,3 102 93,9

Ejemplo 4. Realizaciones Adicionales de Formulaciones de Trampa Estable de VEGF

En una realización, la divulgación proporciona formulaciones líquidas estables de proteína de fusión de unión a 5
VEGF (trampa de VEGF) que comprende fosfato 5 mM, citrato 5 mM, NaCl 100 mM, polisorbato 20 al 0,1 %, 
sacarosa al 20 %, 25 mg/ml de proteína de trampa de VEGF, a pH 6,0. Esta formulación se puede suministrar por 
vía subcutánea o diluir y suministrar mediante infusión intravenosa. Debido a la elevada osmolalidad de esta 
formulación, se diluye 3 veces para lograr una solución isoosmolar para administración intravenosa. Los estudios de 
estabilidad demostraron que se detectó aproximadamente menos del 1 % de degradación tras tres años de 10
almacenamiento a 2-8 °C.

También se hace referencia a una formulación liofilizada que está preferentemente concentrada dos veces desde la 
formulación preliofilizada hasta la postliofilizada, por ejemplo, de 50 a 100 mg/ml; de 75 a 150 mg/ml, o de 100 a 200 
mg/ml de proteína de trampa de VEGF. En una realización específica, la formulación preliofilizada comprende 15
histidina 10 mM, PEG 3350 al 1,5 %, glicina al 0,75 %, sacarosa al 2,5 %, 50 mg/ml de proteína de trampa de VEGF, 
a pH 6,3 y se reconstituye a una formulación que comprende histidina 20 mM, PEG 3350 al 3 %, glicina al 1,5 %, 
sacarosa al 5 %, 100 mg/ml de proteína de trampa de VEGF a pH a 6,3. El estudio de estabilidad no demostró 
detección de degradación de la trampa de VEGF tras 6 meses de almacenamiento a 2-8 °C.

20
También se hace referencia a una formulación que comprende histidina 10 mM, NaCl 50 mM, sacarosa al 5-20 %, 
50-100 mg/ml de trampa de VEGF, y uno de polisorbato al 0,1 % o PEG 3350 al 3 %. Una ventaja de esta 
formulación líquida es que esta proporciona una concentración más alta de trampa de VEGF sin la necesidad de 
fabricar un producto liofilizado. Por lo tanto, esta formulación proporciona facilidad para la administración 
subcutánea, por ejemplo, permitiendo el suministro de una jeringuilla rellena con anterioridad de líquido a una 25
concentración más alta que la administrada por infusión IV. Así mismo, esta formulación podría usarse 
ventajosamente para proporcionar volúmenes de infusión más bajos y tiempos de infusión más cortos. La cantidad 
de degradación determinada por SE-HPLC después de la incubación a 5 °C durante hasta 15 o 25 meses se resume 
en la Tabla 7.

30
Tabla 7. Estabilidad de Formulación Líquida con 50-100 mg/ml de Trampa de VEGF (VGFT-SS101)
Incubación (meses) Trampa de VEGF 

(mg/ml)
% de Polisorbato 

20
% de PEG 

3350
% de Degradación

24 50 0,1 - 0,7

24 50 - 3 1,3

15 75 0,1 - 1,5

15 75 - 3 2,0

15 100 0,1 - 1,9

15 100 - 3 2,6

Ejemplo 5. Estabilidad y actividad de liofilizado y líquido

La estabilidad de una formulación liofilizada reconstituida se determinó durante un período de 6 meses. La 35
formulación preliofilizada contenía histidina 10 mM, PEG 3350 al 1,5 %, sacarosa al 2,5 %, glicina al 0,75 % y 50 
mg/ml de proteína de trampa de VEGF. Tras la liofilización, la formulación reconstituida contenía histidina 20 mM, 
PEG 3350 al 3 %, sacarosa al 5 %, glicina al 1,5 % y 100 mg/ml de proteína de trampa de VEGF (SEQ ID NO:4). Los 
resultados se muestran en la Tabla 8. La actividad se determinó en un bioensayo basado en células que mide 
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8

directamente la capacidad de la trampa de VEGF para inhibir los efectos biológicos del VEGF humano en una línea 
celular Baf/3 VEGFR1/EpoR de ratón. Por lo tanto, este bioensayo mide directamente la actividad biológica de la 
proteína. Los resultados se expresan como el porcentaje de potencia relativa (CI50 de muestra de ensayo/ patrón de 
referencia de CI50 de VEGF x 100). La afinidad de unión del VEGF a la trampa de VEGF se mide usando un ELISA 
sensible que mide específicamente el VEGF libre en mezclas en equilibrio que contienen VEGF y diversas 5
concentraciones de la trampa de VEGF. Los resultados se expresan en porcentaje de unión relativa (CI50 de la 
muestra de ensayo/CI50 de referencia x 100). El pH medido oscila entre 6,3 – 6,5. Todas las soluciones fueron 
visualmente claras. La concentración de trampa de VEGF recuperada se determinó con un espectrofotómetro de UV 
como mg/ml a A280 nm. El porcentaje de trampa de VEGF recuperada en la configuración natural (pureza del pico 
principal) se determinó con SE-HPLC.10

Tabla 8. Estabilidad de Trampa de VEGF Liofilizada Almacenada a 5 °C (VGT-RS475)

Meses Bioensayo Ensayo de unión % Recuperado % Configuración Natural

0 120 126 97,9 98,7

1 117 74 97,9 98,6

1 + 24 horas 126 72 99,0 98,5

1+ 4 horas 94 81 101,5 98,2

3 101 98 98,1 98,6

3 + 24 horas 65 94 98,1 98,2

6 + 4 horas 96,9 98,7

6 + 24 horas 98,8 98,6

Se ensayó una formulación que contiene aproximadamente fosfato 5 mM, citrato 5 mM, NaCl 100 mM, polisorbato 
20 al 0,1 %, sacarosa al 20 % y 25 mg/ml de proteína de trampa de VEGF para la estabilidad y actividad durante 36 15
meses cuando se almacenó a 5 °C. Los resultados se muestran en la Tabla 9. Todas las muestras fueron claras e 
incoloras tal como se determinó mediante inspección visual. El pH osciló entre 6,0-6,1. Los resultados del ensayo de 
unión para dos medidas (1 y 2 meses) se expresan directamente y no como un porcentaje del patrón.

Tabla 9. Estabilidad y Actividad de Formulación Líquida (VGT-FS405)20
Meses % Configuración Natural Bioensayo Ensayo de unión Contenido en proteína mg/ml

0 99,7 106 72 25,0

1 99,9 119 4,4 pM* 25,2

2 99,6 102 5,4 pM* 25,1

3 99,6 97 88 25,1

6 99,6 101 106 25,0

9 99,4 89 126 25,4

12 99,5 85 95 25,2

18 99,4 99 81 25,5

24 99,3 75 95 25,6

36 98,8 109 79 25,6

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
25

<120> Formulaciones de antagonistas de VEGF

<130> 4030A-WO

<140> A asignar 30
<141>22-03-2006
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<150> 60/665.125 
<151> 25-03-2005

<160> 4
5

<170> FastSEQ para Windows Versión 4.0

<210> 1 
<211> 1453 
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223> Sintética 

15
<400> 1

<210> 2 20
<211> 458 
<212> PRT
<213> Secuencia artificial 

<220>25
<223> Sintética 

<400> 2
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<210> 3 
<211> 1377 
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintética 

<400> 3
5

<210> 4 
<211> 458 
<212> PRT10
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223> Sintética 

15
<400> 4
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REIVINDICACIONES

1. Una formulación farmacéutica líquida estable de un antagonista de proteína de fusión específica de factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF), que comprende una proteína de fusión que consiste en los aminoácidos 
27-457 de la SEQ ID NO:4 y los restos de Asn glucosilados en las posiciones 62, 94, 149, 222 y 308, tampón fosfato 5
5 mM, tampón citrato 5 mM, NaCl 100 mM, polisorbato 20 al 0,1 %, sacarosa al 20 % y 25 mg/ml de la proteína de 
fusión a un pH de 6,0-6,1.

2. Una formulación liofilizada, que comprende (i) 5-75 mg/ml de un antagonista de una proteína de fusión específica 
de un factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que consiste en los aminoácidos 27-457 de la SEQ ID NO:4 y 10
restos de Asn glucosilados en las posiciones 62, 94, 149, 222 y 308, (ii) un tampón de histidina que comprende 
histidina 5-50 mM, (iii) polietilenglicol (PEG) al 0,1-3,0 %, (iv) glicina al 0,25-3,0 % y (v) sacarosa al 0,5-6,0 % a un 
pH de 6,0-6,5.

3. La formulación preliofilizada de la reivindicación 2, que comprende histidina 10 mM, PEG 330 al 1,5 %, glicina al 15
0,75 %, sacarosa al 2,5 % y de 12,5 a 75 mg/ml de la proteína de fusión, a un pH de 6,25.

4. La formulación preliofilizada de la reivindicación 3, que comprende histidina 10 mM, PEG 3350 al 1,5 %, glicina al 
0,75 %, sacarosa al 2,5 % y 50 mg/ml de la proteína de fusión.

20
5. Un método para producir una formulación farmacéutica liofilizada de un antagonista de una proteína de fusión 
específica de VEGF, que comprende someter la formulación preliofilizada de una cualquiera de las reivindicaciones 
2 a 4 a liofilización para generar una formulación farmacéutica liofilizada.

6. Un método para producir una formulación farmacéutica liofilizada reconstituida de un antagonista de proteína de 25
fusión específica de VEGF, que comprende reconstituir la formulación liofilizada de la reivindicación con líquido, en 
donde se genera una formulación farmacéutica liofilizada reconstituida.

7. El método de la reivindicación 6, en donde el líquido es agua estéril o agua bacteriostática.
30

E13152402
13-07-2017ES 2 633 574 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones

