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DESCRIPCION
Formulacion farmacéutica que comprende un farmaco biofarmacéutico
La presente invencion esta relacionada con una formulacién farmacéutica que comprende un farmaco biofarmacéutico.
Introduccion

Los farmacos biofarmacéuticos, como las proteinas, son candidatos exigentes para la produccion de una formulacion
galénica. Debido a que la ruta oral no es accesible para la mayoria de los farmacos biofarmacéuticos, la formulacién
debe ser adecuada para uso parenteral, lo que hace que las formulaciones acuosas y, por razones de estabilidad,
también los polvos solubles en agua sean la formulacion de eleccion.

Tal formulacion debe cumplir una variedad de tareas. Tiene que ser tolerable con la administracion, en el caso de una
administracion extravascular permitir la resorcion apropiada del biofarmacéutico en la circulacion a menos que el sitio
de accion esté en la ubicacién de administracion y proporcione un entorno que garantice la estabilidad del farmaco
biofarmacéutico en una concentracién terapéuticamente efectiva. Adicionalmente, la formulacién debe permitir una
vida util del farmaco de al menos dos afios.

Usualmente, una formulacién para un farmaco biofarmacéutico comprende uno o mas reguladores), agentes
isotonizantes y agua para inyeccién como un solvente. Adicionalmente, con frecuencia se afiaden estabilizadores,
como por ejemplo un agente crioprotector. Adicionalmente, se pueden agregar uno o mas agentes quelantes de
metales y tensioactivos. Algunos agentes pueden tener un doble papel, por ejemplo, algunos azlcares o alcoholes de
azUcar pueden servir como un agente crioprotector y un agente isotonizante.

Un ejemplo para una formulacion acuosa que se usa para formular un anticuerpo monoclonal humano se da en la
siguiente tabla.

Compuesto mg Funcién

anticuerpo monoclonal humano 40 Compuesto activo
cloruro de sodio 4.93 agente isotonizante
dihidrogenofosfato de sodio x 2 H20 0.69 regulador
hidrogenofosfato de disodio x 2 H20 1.22 regulador

citrato de trisodio 0.24 regulador

acido citrico 1.04 regulador

Manitol 9.6 agente isotonizante
polisorbato 80 (“Tween 80") 0.8 surfactante
hidréxido de sodio equilibrio de pH
Agua ad 0.8 ml solvente

Un ejemplo para una formulacién liofilizada, que se usa para formular un anticuerpo monoclonal quimerizado, se da
en la siguiente tabla.
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Compuesto mg por vial |Funcion

Anticuerpo monoclonal quimérico 100 Compuesto activo
dihidrogenofosfato de sodio x 1 H20 2.2 regulador

hidrogenofosfato de disodio x 1 H20 6.1 crioprotector

Sacarosa 500 agente isotonizante, crioprotector
polisorbato 80 (“Tween 80") 0.5 tensioactivo

Las formulaciones del tipo anterior cumplen los requisitos expuestos mas arriba en cuanto a la tolerabilidad tras la
administracion, la estabilidad del farmaco biofarmacéutico y la vida (til.

Sin embargo, dichas formulaciones tienen un ndmero de desventajas. Una desventaja es que muchos productos
biofarmacéuticos tienden a agregarse, lo que inevitablemente altera sus propiedades fisiologicas. En el peor de los
casos, tal agregacion no solo reduce la eficacia prevista del farmaco, sino que también aumenta su inmunogenicidad,
lo que puede conducir a efectos adversos graves. Una formulacién favorable contribuiria asi a reducir la agregacion
de farmacos.

Adicionalmente, algunos de los ingredientes utilizados en las formulaciones actuales son objeto de discusiones en
cuanto a su tolerabilidad. Esto crea la necesidad de reemplazar dichos ingredientes.

Por lo tanto, es el objeto de la presente invencién proporcionar formulaciones farmacéuticas para farmacos
biofarmacéuticos que se pueden usar como una alternativa a aquellas formulaciones conocidas de la técnica anterior.

Es aun otro objeto de la presente invencién proporcionar formulaciones farmacéuticas para farmacos biofarmacéuticos
gue sean ventajosas en comparacion con aquellas formulaciones conocidas de la técnica anterior.

Es aln otro objeto mas de la presente invencion proporcionar formulaciones farmacéuticas para farmacos
biofarmacéuticos que causen menos agregacion de farmaco que las formulaciones conocidas de la técnica anterior.

Estos objetos se cumplen con métodos y medios de acuerdo con las reivindicaciones independientes de la presente
invencioén. Las reivindicaciones dependientes estan relacionadas con realizaciones preferidas. Aln debe entenderse
que los rangos de valores delimitados por valores numéricos deben entenderse que incluyen dichos valores de
delimitacion.

La solicitud de patente US 2004/0033228 A1l divulga una formulacion farmacéutica acuosa liquida que tiene una alta
concentracion de proteina, un pH de entre aproximadamente 4 y aproximadamente 8, y una estabilidad mejorada.
Gokarn et al. (Journal of Pharmaceutical Sciences (2008) 97, 8, 3051-3066) describen formulaciones de anticuerpos
autohibidores y los comparan con reguladores convencionales.

Sumario de la invencion

Debe observarse que, tal como se usa en la especificacion y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
"un”, "una"y "el, Ia" incluyen referentes singulares y/o plurales a menos que el contexto indique claramente otra cosa.
Ademas, debe entenderse que, en el caso de que se den rangos de parametros que estén delimitados por valores
numéricos, se considera que los rangos incluyen estos valores de limitacién.

La presente invencion se refiere a una formulacién farmacéutica que se define en la reivindicacion independiente 1.
La formulacién farmacéutica esta en algunas realizaciones para uso en el tratamiento de una condicién patolégica
como se define en la reivindicacion 13.

Se divulga también una formulacién farmacéutica que comprende un farmaco biofarmacéutico, comprendiendo dicha
formulacion ademas al menos un acido mono o dicarboxilico con un esqueleto de 2 - 6 atomos de C, o al menos una
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sal del mismo. El acido mono o dicarboxilico con un esqueleto de 2 - 6 &tomos de C, o su sal, también se denominara
"regulador” en el contexto de la presente invencion.

De acuerdo con la técnica anterior, las formulaciones farmacéuticas comprenden un farmaco biofarmacéutico, ya sea
un regulador no organico, o una sal del mismo, como un regulador de fosfato, o un &cido tricarboxilico, o una sal del
mismo, como &cido citrico/citrato. Este Gltimo es un acido tricarboxilico, que por supuesto proporciona una funcién de
regulador eficiente. Sin embargo, los inventores han descubierto que tal regulador puede dar lugar a problemas
causados por la agregacion de farmacos.

En sus estudios, los inventores sorprendentemente encontraron que una formulaciéon que comprende &cido citrico
(acido 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilico; CeHsO7) o citrato tiene desventajas con respecto a la formacion de
agregados, en comparacion con formulaciones que comprenden un acido mono o dicarboxilico o sal del mismo
(véanse resultados). El &cido citrico es un acido tricarboxilico ramificado con un esqueleto de 5 atomos de C. Sin estar
ligados a ninguna teoria, la razén del bajo rendimiento del acido citrico podria ser un potencial efecto quelante que los
tres grupos carboxilicos de tal acido tricarboxilico tienen sobre las proteinas cargadas, como los anticuerpos
monoclonales.

El término "2 - 6 Atomos de C" se debe entender que divulga todos los compuestos que tienen un esqueleto de 2, 3,
4,5 0 6 dtomos de C.

Como se usa aqui, el término "farmaco biofarmacéutico” incluira cualquier compuesto terapéutico que es derivado de
una fuente bioldgica o de biotecnol6gica, o sintetizado quimicamente para ser equivalente a un producto de dicha
fuente, por ejemplo, una proteina, un péptido, una vacuna, un acido nucleico, una inmunoglobulina, un polisacarido,
un producto celular, un extracto de planta, un extracto de animal, una proteina recombinante o combinaciones de los
mismos. Comunmente, el farmaco biofarmacéutico es el ingrediente activo de un biofarmaco.

Como se usa aqui, el término "estabilizador" se referira a un agente que ayuda a mantener la integridad estructural
del farmaco biofarmacéutico, particularmente durante la congelaciéon y/o liofilizacion y/o almacenamiento. Tales
agentes son, en el contexto de la presente invencion, también denominados "crioprotectores” o "lioprotectores".

Como se usa aqui, el término "acido mono o dicarboxilico con un esqueleto de n atomos de C" se referird a acidos
mono o dicarboxilicos que tienen un esqueleto lineal de alquilo o alquileno lineal con n atomos de C. Dicho esqueleto
puede tener, por supuesto, cadenas laterales (por ejemplo, grupos metilo); sin embargo, los atomos de carbono
comprendidos en estas cadenas no cuentan como atomos de C del esqueleto. De acuerdo con esta definicion, los
acidos de azlcares ciclicos, como por ejemplo el acido ascérbico, no califican como "acido mono o dicarboxilico con
un esqueleto de n atomos de C", ya que no tienen un esqueleto lineal de alquil o alquileno.

En un ejemplo de la divulgacion, dicha formulacién esta en una forma seleccionada del grupo que consiste en
a) forma acuosa

b) forma liofilizada, y/o

) suspension.

En forma acuosa, dicha formulacion puede estar lista para administracion, mientras que en forma liofilizada dicha
formulacion puede transferirse a forma liquida antes de la administracion, por ejemplo, mediante la adicién de agua
para inyeccion que puede comprender o no un conservante tal como alcohol bencilico, antioxidantes. como vitamina
A, vitamina E, vitamina C, retinil palmitato y selenio, los aminoacidos cisteina y metionina, acido citrico y citrato de
sodio, conservantes sintéticos como los parabenos metil paraben y propil paraben.

En una realizacién preferida del primer aspecto de la presente invencion, dicha formulacion da como resultado una
agregacion reducida de dicho farmaco biofarmacéutico en una solucién acuosa, cuando se compara con formulaciones
conocidas de la técnica anterior.

Como se usa aqui, el término "agregacion de proteinas" significara la formacion de especies de proteinas de mayor
peso molecular, tales como oligdmeros o multimeros, en lugar de las especies definidas deseadas del farmaco
biofarmacéutico (por ejemplo, un monémero). La agregacién de proteinas es, por tanto, un término universal para la
formacion de todo tipo de especies multiméricas no definidas mas que estan formadas por enlaces covalentes o
interacciones no covalentes.

Para determinar la agregacion de proteinas, se puede medir el indice de polidispersidad (Pdl) y el radio de proteina
promedio (Z-Promedio), por ejemplo, mediante el método de Dispersién de Luz Dinamica (DLS) como se describe a
continuacién. Los agregados también pueden medirse por cromatografia de Exclusién por Tamafio (SE-HPLC o SEQ)
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como se describe a continuacion. Los agregados y particulas en general también se pueden medir mediante el método
Generacion de Imagenes en Microflujo (MFI) como se describe a continuacion.

Los acidos mono o dicarboxilicos que caen bajo la definicion anterior se mencionan en la siguiente tabla:

nombre comudn

acido adipico

acido malico

acido tartarico

acido succinico

Acido acético

Acido Glutamico

acido oxaloacético

Acido glutarico

Acido a-cetoglutarico

maleico

acido fumarico

sal

Adipato

Malato

Tartrato

succinato

acetato

glutamato

oxalo acetato

glutarato

a-cetoglutarato

maleato

fumarato

Tabla 1

nombre cientifico

Acido hexanodioico

Acido hidroxibutanidioico
Acido 2,3-dihidroxibutanidioico
Acido butanidioico

Acido etanoico

Acido 2-aminopentanodioico
Acido oxobutanodioico
Acido pentanodioico

Acido 2-oxopentanodioico
Acido cis-butenodioico

Acido trans-butenodioico

Férmula neta

CeH1004

C4HeOs

C4HeOs

C4HeO4

C2H402

CsHoNO4

C4H40s

CsHgO4

CsHsOs

C4H40a4

C4H40a4

En un ejemplo de la divulgacion, dicho acido mono o dicarboxilico, o una sal del mismo, es un &cido dicarboxilico no
ramificado (es decir, cadenas laterales que no contienen C) con un esqueleto de 4, 5 0 6 &tomos de C, o una sal del

mismo.

En un ejemplo de la divulgacion, dicho acido mono o dicarboxilico, o una sal del mismo, es un acido monocarboxilico
no ramificado con un esqueleto de 2 atomos de C, o una sal del mismo.

Particularmente preferido, dicho acido mono o dicarboxilico, o dicha sal, es al menos uno seleccionado del grupo que

consiste en:

J acido acético o acetato

J acido glutamico o glutamato
J acido adipico o adipato

J acido malico o malato

o acido tartarico, o tartrato, y/o
J acido succinico o succinato.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 659981 T3

Entre estos, el acido acético o acetato es un acido carboxilico o sal particularmente preferido. Preferiblemente, se usa
como el Unico acido carboxilico o sal, o incluso como el Unico regulador en la formulacion farmacéutica divulgada aqui.
El &cido adipico, o adipato, es otro acido carboxilico o sal particularmente preferido. Preferiblemente, se usa como el
Unico acido carboxilico o sal, o incluso como el Gnico regulador en la formulacién farmacéutica de acuerdo con la
presente invencion.

Se prefiere particularmente que dicho acido mono o dicarboxilico esté presente en una forma acuosa de la formulacién
farmacéutica en una concentracion de entre 2 1 y < 100 mM, preferiblemente entre 2 2 y < 50 mM, e incluso mas
preferiblemente entre =25y < 25 mM.

Adicionalmente, se prefiere que, ademas de dicho acido mono o dicarboxilico, la formulacién farmacéutica también
pueda contener fosfato de sodio (aqui también denominado "NaP") y/o acido citrico o citrato. El término "fosfato de
sodio" debe entenderse como que abarca el dihidrogenofosfato de sodio y el hidrégenofosfato de disodio, y todas las
sales y/o hidratos posibles de los mismos.

Dicha forma acuosa de la formulacion farmacéutica tiene, preferiblemente, un pH de entre = 3 y < 9, preferiblemente
entre = 4y < 8, mas preferiblemente entre 25y < 7.

En aun otra realizacién preferida, dicha agregacion de proteina se induce agitacién por batido, esfuerzo de
cizallamiento, ciclos mdultiples de congelacién-descongelacién y/o almacenamiento a largo plazo y/o almacenamiento
a altas temperaturas.

Como se usa aqui, el término "temperatura alta" se referira a una temperatura de almacenamiento que es superior a
-18 °C. Preferiblemente, dicha alta temperatura es mayor que una temperatura seleccionada del grupo que consiste
en0,1,23,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42 , 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 °C o incluso mas alta. Sin embargo, una limitacién
para la temperatura de almacenamiento es la temperatura de desnaturalizacion, que esta en el rango de 45 - 80 °C,
dependiendo de la naturaleza de la proteina respectiva y las condiciones del medio.

Como se usa aqui, el término "almacenamiento a largo plazo" se referira al almacenamiento de una compaosicién que
comprende la formulacién farmacéutica durante mas de 1 mes, preferiblemente por mas de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 o incluso 24 meses.

En otro ejemplo de la divulgacion, dicho farmaco biofarmacéutico es una proteina. Dicha proteina puede ser una
proteina de origen natural, una proteina modificada (es decir, una proteina que ha sido modificada con respecto a su
contraparte natural, también llamada andamio o plantilla) o una proteina totalmente sintética (es decir, una proteina
que no tiene contraparte natural).

Dicha proteina puede aislarse de un organismo natural o puede obtenerse por fermentacion de un organismo cultivado.

Adicinalmente, dicha proteina puede ser una proteina que es bien sea un homaélogo o un heterélogo de la proteina
que se ha obtenido del organismo.

Se prefiere particularmente que dicha proteina esté presente en una forma acuosa de la formulacion farmacéutica en
una concentracién de entre 2 0,1 y < 500 mg ml2, preferiblemente entre = 20 y < 200 mg ml.

Se prefiere particularmente que dicha proteina sea un anticuerpo monoclonal, o un fragmento o derivado del mismo.

Como se usa aqui, la expresion "anticuerpo monoclonal (mAb)" se referird a una composicién de anticuerpo que tiene
una poblacién de anticuerpos homogénea, es decir, una poblacion homogénea que consiste en una inmunoglobulina
completa, o un fragmento o derivado de la misma. Particularmente preferido, tal anticuerpo se selecciona del grupo
que consiste en IgG, IgD, IgE, IgA y/o IgM, o un fragmento o derivado del mismo.

Como se usa aqui, el término "fragmento” se referira a fragmentos de dicho anticuerpo que retienen, en algunos casos,
capacidades de unién a objetivos, por ejemplo

e una CDR (region determinante de complementariedad)
e una region hipervariable,
e un dominio variable (Fv)

e una cadena pesada de IgG (que consiste de las regiones VH, CH1, bisagra, CH2 y CH3)
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e una cadena ligera de IgG (que consiste de regiones VL y CL), y/o
e un Fab y/o F(ab)2.

Como se usa aqui, el término "derivado” se referird a construcciones de proteinas que son estructuralmente diferentes
de, pero que todavia tienen alguna relacion estructural con, el concepto de anticuerpo comun, por ejemplo, scFv, Fab
y/o F(ab)2, asi como constructos de anticuerpos especificos bi - tri- o superiores. Todos estos items se explican a
continuacion.

Otros derivados de anticuerpos conocidos por el experto en la materia son los Diacuerpos, Anticuerpos de camélidos,
Anticuerpos de Dominio, homodimeros bivalentes con dos cadenas que consisten en scFvs, IgA (dos estructuras 1gG
unidas por una cadena J y un componente secretor), anticuerpos de tiburén, anticuerpos que consisten en un marco
de primate del nuevo mundo mas CDR de primate no del nuevo mundo, conmstructos dimerizados que comprenden
CH3 + VL + VH, y conjugados de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpo o fragmentos o derivados enlazados a una
toxina, una citoquina, un radiois6topo o una etiqueta).

Los métodos para la produccion y/o seleccién de mAbs quiméricos, humanizados y/o humanos son conocidos en la
técnica. Por ejemplo, el documento US6331415 de Genentech describe la produccién de anticuerpos quiméricos,
mientras que el documento US6548640 del Medical Research Council describe técnicas de injerto de CDR y el
documento US5859205 de Celltech describe la produccion de anticuerpos humanizados. Las bibliotecas de
anticuerpos in vitro se divulgan, entre otros, en los documentos US6300064 de MorphoSys y US6248516 de
MRC/Scripps/Stratagene. Las técnicas de despliegue de fagos se divulgan, por ejemplo, en el documento US5223409
de Dyax. Las plataformas de mamiferos transgénicos se describen, por ejemplo, en el documento US200302048621
por TaconicArtemis.

IgG, scFv, Fab y/o F(ab)2 son formatos de anticuerpos bien conocidos por la persona experta. Las técnicas de
habilitacion relacionadas estan disponibles en los respectivos libros de texto.

Como se usa aqui, el término "Fab" se refiere a un fragmento de IgG que comprende la region de unién al antigeno,
estando dicho fragmento compuesto por un dominio constante y uno variable de cada cadena pesada y ligera del
anticuerpo.

Como se usa aqui, el término "F(ab)2" se refiere a un fragmento de IgG que consiste en dos fragmentos de Fab
conectados entre si mediante enlaces disulfuro.

Como se usa aqui, el término "scFv" se refiere a un fragmento variable monocatenario que es una fusion de las
regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulinas, unidas entre si con un enlazante corto,
usualmente serina (S) o glicina (G) . Esta molécula quimérica retiene la especificidad de la inmunoglobulina original, a
pesar de la eliminacién de las regiones constantes y la introduccién de un péptido elazante.

Los formatos de anticuerpos modificados son, por ejemplo, constructos de anticuerpos biespecificos o triespecificos,
proteinas de fusién basadas en anticuerpos, inmunoconjugados y similares.

En un ejemplo particularmente preferido divulgado aqui, dicha proteina es al menos un anticuerpo, o fragmento o
derivado del mismo, seleccionado del grupo que consiste en:

e anticuerpo derivado de hibridoma
e anticuerpo quimerizado

e anticuerpo humanizado, y/o

e anticuerpo humano.

En otro ejemplo preferido divulgado aqui, dicho anticuerpo, o fragmento o derivado del mismo, es un anticuerpo anti-
TNFa.

Un ejemplo para un anticuerpo anti-TNFa se define mediante el listado de secuencias incluido en esta solicitud. En
ella, SEQ ID No 1 define la secuencia de acido nucleico codificante de la cadena pesada de IgG, SEQ ID No 2 define
la secuencia de acido nucleico codificante de la cadena ligera de IgG, y SEQ ID Nos 3y 4 definen las secuencias de
aminoacidos de la cadena pesada y la cadena ligera, respectivamente.
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Las SEQ ID Nos 5, 7 y 9 definen las secuencias de aminoacidos de las regiones determinantes de complementariedad
(CDR) de la cadena ligera (es decir, LC CDR 3, LC CDR 2 y LC CDR 1). Las SEQ ID Nos 6, 8 y 10 definen las
secuencias de aminoacidos de las regiones determinantes de complementariedad de la cadena pesada (es decir, HC
CDR 3, HC CDR 2y HC CDR 1).

Tengase en cuenta que las SEQ ID Nos 1 y 2, o partes de las mismas, pueden ser reemplazadas de manera
equivalente por

e secuencias de acidos nucleicos que codifican las mismas proteinas, o las cadenas de proteinas, codificadas por las
SEQ ID Nos 1 y 2, pero tienen sustituciones de nucleétidos que son tolerables bajo la degeneracion del cédigo
genético,

e secuencias que codifican una fraccion, variante, homoélogo o derivado de las proteinas, o las cadenas de proteinas,
codificadas por las SEQ ID Nos 1y 2,

e secuencias de acido nucleico que estan optimizadas por cédigo para un anfitrién de expresién dado, y/o

e molécula de acido nucleico que tiene una identidad de secuencia de al menos 70, preferiblemente 95% con SEQ ID
Nolo?2

Obsérvese que las SEQ ID Nos 3 - 10, o partes de la misma, pueden reemplazarse de forma equivalente por
secuencias de aminoacidos que llevan una 0 mas sustituciones conservadoras de aminoacidos, es decir, una 0 mas
sustituciones que no afectan a caracteristicas proteicas significativas, como afinidad de uniébn a objetivo,
inmunogenicidad, respuesta ADCC, vida media en suero, solubilidad, y asi sucesivamente.

Otros anticuerpos preferidos son anticuerpos que reconocen una cualquiera 0 una combinaciéon de proteinas que
incluyen, pero no se limitan a, cualquiera de las proteinas mencionadas anteriormente y/o los siguientes antigenos:
CD2, CD3, CD4, CD8, CD11a, CD14, CD18, CD20., CD22, CD23, CD25, CD33, CD40, CD44, CD52, CD80 (B7.1),
CD86 (B7.2), CD147, IL-la, IL-1, IL-2, IL-3, IL-7 , IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, receptor IL-2, receptor IL-4, receptor IL-6,
receptor IL-13, subunidades del receptor IL-18, PDGF-$ y analogos de los mismos, PLGF, VEGF, TGF, TGF-f2, TGF-
pl, receptor de EGF, receptor de PLGF, receptor de VEGF, factor de crecimiento de hepatocitos, ligando de
osteoprotegerina, interferon gamma, estimulador de linfocitos B, complemento C5, IgE, antigeno tumoral CA125,
antigeno tumoral MUC1, antigeno PEM, ErbB2/HER-2, epitopos asociados a tumores que estan presentes en niveles
elevados en los sueros de pacientes, epitopos o proteinas asociados al cancer expresados en células de cancer de
mama, colon, células escamosas, préstata, pancreas, pulmon y/o de rifién y/o en células de melanoma, glioma, o del
neuroblastoma, el ndcleo necrético de un tumor, integrina alfa 4 beta 7, la integrina VLA-4, integrinas B2, receptores
TRAIL 1,2,3 y 4, RANK, un ligando RANK, TNF-q, la molécula de adhesién VAP-1, molécula de adhesion de células
epiteliales (EpCAM), molécula de adhesion intercelular-3 (ICAM-3), adhesina leucointegrina, glucoproteina plaquetaria
gp lib/llla, cadena pesada de miosina cardiaca, hormona paratiroidea, MHC |, antigeno carcinoembrionario (CEA) ,
alfa-fetoproteina (AFP), factor de necrosis tumoral (TNF), receptor Fc-y-1, HLA-DR 10 beta, antigeno HLA-DR, L-
selectina e IFN-y.

Es particularmente preferido que dicho anticuerpo sea una IgG.

Alternativamente, dicho farmaco biofarmacéutico es un mimético de anticuerpo, es decir, una molécula de proteina de
unién a objetivo no basada en inmunoglobulina. Muchas de las técnicas mencionadas anteriormente son aplicables
para estas moléculas de la misma forma. Tales miméticos de anticuerpos se derivan, por ejemplo, de Proteinas de
Repeticion de Anquirina, Lectinas de tipo C, proteinas de dominio A de Staphylococcus aureus, transferrinas,
Lipocalinas, Fibronectinas, inhibidores de proteasa de dominio Kunitz, ubiquitina, nudos de cisteina o nudostinas,
tiorredoxina A, etc. y son conocidos por el experto en la técnica a partir de la literatura respectiva.

En otra alternativa, dicho farmaco biofarmacéutico es una proteina de fusién recombinante que comprende cualquiera
de las proteinas mencionadas anteriormente o proteinas sustancialmente similares. Por ejemplo, las proteinas de
fusién recombinantes que comprenden una de las proteinas anteriormente mencionadas mas un dominio de
multimerizacion, tal como una cremallera de leucina, una espiral en espiral, una porcién Fc de un anticuerpo, o una
proteina sustancialmente similar, pueden ser un farmaco biofarmacéutico comprendido en las formulaciones
divulgadas aqui. Especificamente incluidas entre tales proteinas de fusién recombinantes estan las proteinas en las
qgue al menos una porcidon de TNFR o RANK esta fusionada a una porciéon Fc de un anticuerpo. Particularmente
preferidas, dichas proteinas de fusion recombinantes comprenden un dominio de unién a objetivo y el dominio Fc de
IgG (las denominadas moléculas -cept).

En aun otra realizacion preferida de la presente invencion, la formulacién comprende ademas al menos un estabilizante
seleccionado del grupo que consiste en un aminoacido, un poliol de azucar, un disacarido y/o un polisacarido.
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Preferiblemente, dicho disacarido es un agente seleccionado del grupo que consiste en sacarosa, trehalosa, maltosa
y/o lactosa.

Asimismo, preferiblemente, dicho poliol de azlicar es un agente seleccionado del grupo que consiste en manitol y/o
sorbitol. Entre estos, el manitol es un poliol de azUcar particularmente preferido. Preferiblemente, se usa como el Unico
poliol de azucar, o incluso el Gnico estabilizante en la formulacion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion.

Los estabilizadores que caen bajo la definicion anterior se mencionan en la siguiente tabla:

Tabla 2
nombre comun nombre cientifico Formula neta
Arginina Acido (S)-2-amino-5-guanidinopentanoico CsH14N4O2
Glicina Acido aminoacético C2Hs5NO2
Manitol (2R,3R,4R,5R)-Hexano-1,2,3,4,5,6-hexol CsH1406
sorhitol (2S,3R,4R,5R)-Hexano-1,2,3,4,5,6-hexol CsH1406
Xilitol (2R,3R,4S)-Pentano-1,2,3,4,5-pentol CsH120s
Sacarosa B-D-fructofuranosol-(2—1)-a-D-glucoporanoside C12H22011
Trehalosa a- D -glucopiranosil a-D-glucoporanoside C12H22011
Lactosa 4-0O-3-D-galactopiranosil-D-glucosa C12H22011
Maltosa 4-0-a-D-Glucopiranosil-D-glucosa C12H22011
Dextrano polisacarido H(CsH1005)xOH

Se prefiere particularmente que dicho estabilizador esté presente en una forma acuosa de la formulacién farmacéutica
en una concentracion de entre 2 1 mMy < 300 mM, preferiblemente entre 2 2 mM y < 200 mM, y mas preferiblemente
entre 25 mM y < 150 mM. De acuerdo con la presente invencion, dicha formulaciéon es una formulaciéon adecuada
para administracion parenteral, preferiblemente para administracién intravenosa, intramuscular y/o subcutanea.

En aln otra realizacion preferida de la presente invencion, dicha formulacién comprende ademas al menos un agente
seleccionado del grupo que consiste en:

e un surfactante

e un agente isotonizante, y/o

e un quelante de iones metdlicos.

Dicho surfactante mejora la capacidad de humectacion de los componentes y respalda su solubilidad. Esto es
particularmente importante porque los farmacos biofarmacéuticos frecuentemente se formulan en altas

concentraciones (por ejemplo,> 100 mg en 1 - 10 ml).

Surfactantes adecuados son, por ejemplo, lecitina y otros tensioactivos no iénicos, como Polisorbatos (“Tween") o
poloxameros. Los tensioactivos particularmente preferidos son Polisorbato 80 ("Tween 80") o Poloxamero 188.
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Dicho agente isotonizante sirve para ajustar la presion osmoética de la formulacion de acuerdo con la invencion a un
valor fisiol6gicamente aceptable, por ejemplo a la osmolaridad de la sangre.

El agente isotonizante es un componente fisiolégicamente aceptable y no esta particularmente limitado. Ejemplos
tipicos del agente isotonizante son, por ejemplo, una sal inorganica tal como cloruro de sodio, cloruro de potasio o
cloruro de calcio, y similares. Estos pueden usarse solos 0 en una mezcla de los mismos.

Dicho quelante de iones metdlicos sirve para la formacion compleja de metales pesados, que de lo contrario puede
inactivar el farmaco biofarmacéutico comprendido en la formulacién de acuerdo con la invencién. Preferiblemente,
dicho quelante de iones metalicos es EDTA y/o EGTA.

También se divulga un farmaco biofarmacéutico, siendo dicho farmaco formulado en una formulacion de acuerdo con
el primer aspecto divulgado anteriormente.

También se diculga un empaque primario, tal como una jeringa o lapiz precargado, un vial o una bolsa de infusion,
gue comprende la formulaciéon de acuerdo con el primer aspecto de la invencion y/o dicho farmaco biofarmacéutico de
acuerdo con el segundo aspecto de la divulgacion.

La jeringa o lapiz precargado puede contener la formulacién ya sea en forma liofilizada (que luego tiene que
solubilizarse, por ejemplo, con agua para inyeccién, antes de la administracion), o en forma acuosa. Dicha jeringa o
lapiz frecuentemente es un articulo desechable para un solo uso, y puede tener un volumen entre 0.1 y 20 ml. Sin
embargo, la jeringa o el lapiz también pueden ser una jeringa o lapiz de mdltiples usos o multidosis.

Dicho vial también puede contener la formulacion en forma liofilizada o en forma acuosa, y puede servir como un
dispositivo de uso Unico o multiple. Como un dispositivo de uso mdltiple, dicho vial puede tener un volumen mayor.

Dicha bolsa de infusién usualmente contiene la formulaciéon en forma acuosa y puede tener un volumen entre 20 y
5000 ml.

Se divulga adicionalmente el uso de una formulacién farmacéutica y/o dicho farmaco biofarmacéutico y/o dicho
empaque primario de acuerdo con el primero, segundo y tercer aspecto, respectivamente, de la presente divulgacion
para el tratamiento de al menos una condicion patoldgica seleccionada del grupo. que consiste en:

e enfermedades autoinmunes

e enfermedades infecciosas

e enfermedades neoplasicas y/o malignas (cancer), y/o
e enfermedades del sistema nervioso.

Las enfermedades autoinmunes adecuadas son las enfermedades artriticas y reumaticas, como la psoriasis,
enfermedad de Crohn o la artritis reumatoide. Las enfermedades infecciosas adecuadas son infecciones virales y/o
bacterianas. Las enfermedades neoplasicas y/o malignas adecuadas son sarcomas, carcinomas, linfomas y
leucemias, preferiblemente, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de colon, cancer de
préstata, cancer de cuello uterino y similares. Las enfermedades adecuadas del sistema nervioso son, entre otras,
trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis mdiltiple,
la enfermedad de Huntington o la esclerosis lateral amiotréfica.

Figuras y experimentos

Detalles adicionales, rasgos, caracteristicas y ventajas del objeto de la invencion se divulgan en las reivindicaciones
dependientes, y la siguiente descripcion de las Figuras y ejemplos respectivos, que, a manera de ejemplo, muestran
ejemplos preferidos de la divulgacion y realizaciones de la presente invencion. Sin embargo, estos dibujos no deberian
entenderse en modo alguno como que limitan el alcance de la invencion.

En los experimentos descritos a continuacion, las formulaciones de acuerdo con la presente divulgacion, que incluyen
la invencién, experimentaron condiciones de estrés particulares que son adecuadas para promover la agregacion. Los
experimentos son por lo tanto relevantes para demostrar una prevencion eficiente de la agregacion efectuada por las
formulaciones de acuerdo con la presente invencion.

1. Breve descripcion de las Figuras
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Figura 1: Agregacion inducida por esfuerzo cortante en condiciones "rigurosas" medidas mediante dispersion dinamica
de la luz (DLS) y expresada como radio de proteina promedio (Z-Promedio. Fig. 1a) e indice de polidispersidad (Pdl:
Fig. 1b). El valor promedio respectivo de la formulacion de control que comprende &cido citrico y NaP denotados por
la linea horizontal. El nivel de agregacion es directamente proporcional al Pdl y aumenta el radio de proteina promedio
(Z-Promedio), lo que significa que las composiciones con Z-Promedio y/o Pdl debajo de la linea horizontal muestran
un comportamiento de agregaciéon mejorado (es decir, reducido) que la formulacién de control. Los datos subyacentes
al gréfico en la Fig. 1 se muestran en la Tabla 6.

Figura 2: Agregacion inducida por congelacidén-descongelacién (FT) en condiciones "rigurosas" medidas por DLS y
expresadas como Z-Promedio (Figura 2a) y Pdl (Figura 2b). El valor promedio respectivo de la formulacién de control
se denota por la linea horizontal. El nivel de agregacion es directamente proporcional al Pdl y aumenta el radio de
proteina promedio (Z-Promedio), lo que significa que las composiciones con Z-Promedio y/o Pdl debajo de la linea
horizontal muestran un comportamiento de agregacion mejorado (es decir, reducido) que la formulacion de control.
Los datos subyacentes al grafico en la Fig. 2 se muestran en la Tabla 6.

Figura 3: Se realizaron estudios de estabilidad con diferentes reguladores en una formulaciéon que contenia NaCl 105
mM, Tween 80 al 0,1% y manitol 66 mM, el pH se mantuvo en 5,2. La concentracion de anticuerpo fue de 50 mg/ml.
Las muestras se almacenaron a diferentes temperaturas (5°C, 25°C y 40°C) y se analizaron por cromatografia de
exclusién por tamafio para determinar la pureza (Figura 3a) y los niveles agregados (AP = picos agregados, Figura
3b). Los datos subyacentes a los gréficos en la Fig. 3 se muestran en la Tabla 7.

Figura 4: Se realizaron estudios adicionales de estabilidad basados en Generacién de Imagenes en Microflujo (MFI)
para detectar particulas subvisibles, con las mismas condiciones que se delinean en la Figura 3. Se muestran cuatro
ensayos diferentes, con diferentes tamafios de particulas (5-10 ym (Fig. 4a) vs.> 10 ym (Fig. 4b)). Los datos
subyacentes a los graficos en la Fig. 4 se muestran en la Tabla 8.

2. Experimentos

Antes de describir los experimentos y sus resultados en detalle, se menciona que dichos experimentos se realizaron
con formulaciones farmacéuticas en las que el ingrediente activo era un anticuerpo anti-TNF-a (IgG humanizada, peso
molecular de aproximadamente 150 kD). Debido a la similitud estructural de los anticuerpos que comparten el concepto
de IgG, el experto comprendera que los resultados obtenidos aqui pueden transferirse directamente a formulaciones
farmacéuticas que comprenden anticuerpos basados en IgG murinicos, de conejo, quiméricos, humanizados y/o
humanos, y/o anticuerpos dirigidos contra otros objetivos, por ejemplo, anti-EGFR, anti-ErbB2, anti-CD 20, anti-VEGF
y otros (véase la lista de objetivos potenciales mas arriba). Ademas, la persona experta también reconocera que este
concepto también puede transferirse a miméticos de anticuerpos, derivados de anticuerpos, formatos de anticuerpos
modificados o proteinas de fusion recombinantes, como se definié anteriormente.

Ademas, aunque algunas de las combinaciones de regulador/estabilizador que son particularmente preferidas se
describen explicitamente, y verbalmente, en el texto, el experto reconocera que en las diferentes Figuras y tablas, se
pueden encontrar combinaciones de regulador/estabilizador especificas que funcionan mejor, o igualmente, en
comparaciéon con el regulador de control respectivo. Estas combinaciones, aunque no se divulgan explicita y
verbalmente en el texto, se consideran divulgadas de manera inequivoca como combinaciones especificas y, por lo
tanto, pueden servir como posiciones secundarias durante el enjuiciamiento de la presente solicitud o las respectivas
aplicaciones divisionales o de continuacion.

3. Material

Para la seleccion de la formulacién, se utilizé6 un anticuerpo monoclonal que tiene actividad anti-TNF-a como un
anticuerpo de ejemplo. El anticuerpo se expreso en un clon derivado de la linea celular SSF3 (derivado de CHO) y se
purific6 mediante las etapas de purificacion de cromatografia de afinidad de proteina A, cromatografia de intercambio
catidnico (CEX) y cromatografia de intercambio aniénico (AEX). El anticuerpo se concentr6 a aproximadamente 50
mg/ml en el regulador deseado y se almacend en alicuotas de 1 ml a una temperatura inferior a -60°C.

4. Preparacion de la formulacion para los estudios de seleccion

En el estudio presentado, se probaron combinaciones de diferentes acidos/sales carboxilicos y estabilizantes (Tablas
3ay 3b, respectivamente). En algunos casos, se utilizé una mezcla de dos acidos carboxilicos diferentes o una mezcla
de un acido carboxilico y fosfato de sodio (NaP).

La mayoria de las formulaciones estan de acuerdo con la divulgacién, es decir, relacionadas con una composicion que
comprende al menos un acido mono o dicarboxilico con un esqueleto de 2 - 6 &tomos de C, o al menos una sal del
mismo.
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Algunas formulaciones comprenden &cido citrico y, por lo tanto, representan la técnica anterior. Aqui, estas
formulaciones sirven como controles y/o comparaciones.

Todas las formulaciones probadas contenian NaCl 105 mM, Tween 80 al 0,1% y se formularon a un pH de
aproximadamente 5,2. Las formulaciones finales se prepararon a partir de soluciones madre. Los primeros 988 pL de
formulacion se prepararon mezclando 870 pL de acido/sal 23 mM (Tabla 3a), 22 yL de NaCl 5M, 81 pL de estabilizador
817 mM (Tabla 3b) y 15 uL surfactante Tween 80 50 mM. En una ejecucién se prepararon 42 formulaciones (7
estabilizadores de acido/sal x 6) en una placa de pozos profundos. Se transfirieron 470 uL de mezcla de formulacién
a una placa de pozos profundos de dilucion de proteinas, donde se afiadieron 30 pL del anticuerpo a una concentraciéon
de aproximadamente 50 mg/ml en columnas de nimero par y se mezclaron. La concentracion de proteina objetivo fue
por lo tanto 3 mg/ml.

Las formulaciones de placebo (formulacion sin proteina) se prepararon en columnas impares, mediante la adicion de
30 pL de agua pura. Finalmente, se transfirieron 100 ul de cada formulacién preparada a cuatro Placas Greiner de
media area transparente a UV (placas MTP). La concentracion de proteina y la dispersion debida a la agregacion se
evaluaron inmediatamente después de la preparacion de la placa MTP midiendo la relacion A280 y A340/A280 en un
espectrofotometro Tecan Infinite 200. Las placas MTP se sellaron y expusieron a ensayos de estrés apropiados. Cada
placa MTP se prepar6 por duplicado.

Ademas de los estudios de estabilidad de estrés, se evalud el efecto de la composicion de formulacién respectiva
sobre la estabilidad termodinamica del anticuerpo anti-TNF-a. Para ese propdsito, las formulaciones se prepararon
como se describié anteriormente a una concentracion de proteina de 1 mg/ml.

Tabla 3a: Lista de acidos/sales probados para los experimentos en las Figuras 1 y 2 (Tabla 6). Todas las soluciones
contenian NaCl 105 mM, Tween 80 al 0,1% y se formularon a un pH de aproximadamente 5,2.

Formulacion reguladora No. acido/sal

1 Glutamato 20 mM

2 acido Aconitico 20 mM

3 acido ascorbico 20 mM

4 acido malico 20 mM

5 4cido Tartérico 20 mM

6 acido adipico 20 mM

7 Acido citrico 20 mM

8 Glutamato 5 mM + NaP 20 mM

9 acido malico 5 mM + NaP 20 mM

10 acido Tartarico 5 mM + NaP 20 mM

11 acido adipico 5 mM + NaP 20 mM

12 Glutamato 20 mM + Acido citrico 5 mM
13 acido malico 20 mM + Acido citrico 5 mM

12
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Formulacién reguladora No. acido/sal
14 acido tartarico 20 mM + Acido citrico 5 mM
15 acido adipico 20 mM + Acido citrico 5 mM

Tabla 3b: Lista de estabilizadores probados en combinaciones con los acidos/sales de la Tabla 3a.

estabilizador No. Estabilizador

1 Manitol

2 Glicina

3 Trehalosa
4 Sorbitol

5 Sacarosa

6 NInguno*

* se prepard un conjunto de formulaciones sin estabilizadores

En una ejecucién, se probaron 7 acidos/sales organicos (B1 a B7) y 5 estabilizadores (Man = manitol, Gly = glicina,
Thr = trehalosa, Sor = sorbitol y Suc = sacarosa). Las formulaciones de placebo (sin proteina, marcada con "B") se
colocaron en columnas de numeracién impar, mientras que las formulaciones que contenian proteina (marcada con
"P") se colocaron en columnas pares.

Una formulacion comercialmente disponible que comprende un anticuerpo anti-TNFa en una solucién que comprende
fosfato de sodio 14.1 mM, citrato 7.2 mM, NaCl 105.5 mM, Tween 80 al 0.1% y manitol 65.9 mM se usé como una
formulacion de control (CT = control). El disefio de la placa se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4: Disefio de placa para la seleccién de 42 formulaciones.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Bl |P1 BT +/P1 +/B1 +P1 +|B1 +/P1 + /Bl +/P1 + Bl +|P1 +
A Man Man Gly |Gly Thr | Thr Sor | Sor Sue Suc

B2 P2 B2 +|P2 + /B2 +/P2 +/B2 + P2 + /B2 +|P2 +|B2 +|P2 +
B Man Man Gly |Gly Thr | Thr Sor |Sor Sue Suc

B3 |P3 B3 +/P3 +/B3 +/P3 +/B3 +P3 + /B3 +|P3 +|B3 +|P3 +
C Man Man Gly |Gly Thr | Thr Sor | Sor Sue Suc

B4 P4 |B4 + P4 + B4 +|P4 + B4 +|P4 + B4 + P4 + B4 +|P4 +
D Man Man Gly |Gly Thr | Thr Sor |Sor Sue Suc
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B5 |P5 B5 +/P5 +/B5 +P5 +|B5 +/P5 +|/B5 +|/P5 +/B5 +|P5 +
E Man Man Gly |Gly Thr | Thr Sor |Sor Sue Suc

B6 |P6 B6 +(P6 +/B6 +/P6 + B6 +P6 + B6 +|P6 +|B6 +|P6 +
F Man Man Gly |Gly Thr | Thr Sor |Sor Sue Suc

B7 |P7 B7 +|P7 +|/B7 +|/P7 +/B7 + P7 + B7 +|P7 +|B7 +|P7 +
G Man Man Gly |Gly Thr | Thr Sor | Sor Sue Suc

H |CT|CT+P |CT CT+P |CT CT+P |CT CT+P |CT CT+P |CT CT+P

B B+M B+ Gly B+ Thr B+Sor B+ Suc

5. Métodos
5.1 Ensayos de estrés

La seleccion de la formulacion se realiz6 exponiendo las formulaciones a dos ensayos de estrés
(congelacion/descongelacién y agitacion, respectivamente) en condiciones "suaves" y "rigurosas". Las condiciones
"suaves" son las siguientes:

e 3 x FT (congelacién a -20 °C y descongelacion a temperatura ambiente)
e agitacion a 400 RPM, 40 °C durante 5 dias

Las condiciones "rigurosas"” fueron las siguientes:

e 10 x FT (congelacion a -20 °C y descongelacion a temperatura ambiente)
e agitacion a 600 RPM, 40 °C durante 7 dias

5.2 Turbidez (opalescencia) - absorbancia a 340 nm

Las mediciones de claridad o turbidez (opalescencia) se basan en el hecho de que los haces incidentes se atentan
debido a la dispersion de la luz. La presencia de particulas suspendidas uniformemente como agregados de proteina
insolubles y precipitados conduce a un aumento aparente en la absorbancia UV en todas las longitudes de onda debido
a los efectos de dispersion. Por lo tanto, la turbidez de las formulaciones se midié como absorbancia fotométrica a 340
nm, donde ninguno de los cromdforos intrinsecos conocidos en la formulacién de proteina se absorben, con un lector
de placas Tecan Infinite 200.

Después de 30 s de placa de MTP que sacudia la absorbancia a 280 nm, se midieron 340 nm, 900 nm y 999 nm. La
absorbancia A280 y A340 en cada pozo fue corregida por la longitud de la trayectoria multiplicando por factor (A999-
A900) /0.147. Ademas, la absorbancia de las soluciones de proteinas se corrigio en el fondo restando la absorbancia
respectiva de la muestra de placebo. La concentracion de proteina se derivé de esta manera a medida que se corregia
la longitud de la trayectoria y se rest6 el fondo A280 dividido por el factor 1,39 de absorbancia del anticuerpo anti-TNF-
a 'y se expres6 en mg/ml. La turbidez se expresé como la relacion entre los valores de fondo restados A340 y A280.

5.3 Dispersion de luz dinamica (DLS)

El andlisis DLS se realizé con el sistema Malvern APS a una temperatura de 25 °C con un laser semiconductor con
una longitud de onda de 830 nm en un angulo de dispersién de 90 °. El método se basa en la medicion de la intensidad
total de la luz dispersada, que es proporcional a la concentracion de proteina y al tamafio molecular de las particulas
de dispersion. La escala de tiempo de las fluctuaciones de la intensidad de la luz dispersa se analizé por
autocorrelacion usando el software Malvern DLS. Antes de cada medicion, la placa MTP se agité suavemente para
evitar la sedimentacion de particulas insolubles. De acuerdo con el planificador de placas, 20 yL de la muestra se
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transfirieron automaticamente a la celda de medicién y se devolvieron a su estado después de la medicion. Para cada
medicidn, la fluctuacion de la intensidad de dispersion se registré 13 veces durante un intervalo de tiempo de 5 s para
determinar la funcién de autocorrelacion de intensidad. Aplicando parametros del modelo de distribuciéon multimodal
como el radio de proteina hidrodinamico promedio Z-Promedio (nm), se derivaron el indice de polidispersidad PdlI,
radio hidrodinamico de los tres primeros picos, area de intensidad de tres primeros picos, etc. La proteina no agregada
se describe por una distribucién de tamafo monodispersa. La agregacion de proteinas da como resultado mdltiples
picos poli-dispersos en la distribucion de tamafios. El nivel de agregacion se evalla tradicionalmente mediante el
aumento del indice de polidispersidad (Pdl) y el aumento del radio de proteina promedio (Z-Promedio).

5.4 Estabilidad termodinamica

Se realizaron mediciones de calorimetria diferencial de barrido (DSC) usando un calorimetro Auto Cap-DSC de
MicroCal, LLC (Northampton, MA, EE.UU.). Para cada medicion, 400 ul de la muestra (formulacién que contiene
proteina) y referencia (formulacion de placebo) se transfirieron a una placa de microtitulacion de 96 pozos. El
instrumento Auto Cap-DSC se ejecutd con un tiempo de equilibrio de 15 minutos antes y entre los barridos a 60 °C/h.
Las muestras se escanearon de 30 a 95 °C con enfriamiento rapido entre las exploraciones. Los datos de DSC se
corrigieron para las lineas base de los instrumentos y se normalizaron para la tasa de exploracién y la concentracion
de proteinas. La capacidad de calor en exceso (Cp) se expresé en kcal » K'mol?, en donde 1.000 cal = 4.184 J. La
conversion de datos y el andlisis se realizaron con el software Origin (OriginLab Corporation, Northampton, MA,
EE.UU.). Como es comun para las transiciones térmicas no reversibles de anticuerpos monoclonales, la estabilidad
se evalué mediante el desplazamiento de la temperatura de fusion del primer pico.

5.5 Generacion de Imagenes en Microflujo

La Generacion de Imagenes en Microflujo (MFI) es una tecnologia de formacién de imagenes que se utiliza para
detectar y medir materia particulada subvisible y visible en soluciones. La tecnologia captura imagenes digitales de
particulas suspendidas en un fluido a medida que pasan por una zona de deteccién, que se analizan automaticamente
para proporcionar un archivo digital de la relacién de aspecto y la intensidad de los parametros de particulas.
Adicionalmente, los resultados se describen como el tamafio y el recuento de las particulas.

Antes del uso, el sistema de MFI se purgé con 0,9 ml de regulador de muestra. Posteriormente, se analizé 1 ml de
solucion de muestra con el sistema MFI. Los primeros 0.2 a 0.3 ml fueron descartados. Para evaluar la concentracién
de particulas, se analizaron al menos 25 imagenes. Después del andlisis de 2000 particulas, la medicién se detuvo.
La evaluacion adicional de los datos se realizé con el software de aplicacion de MFI. Las muestras se pueden analizar
con respecto a la distribucién del tamafio o con el analisis de forma para obtener informacién adicional, por ejemplo,
relaciéon de aspecto.

5.6 Cromatografia de exclusién por tamafio

La cromatografia de exclusion por tamafio (SE-HPLC o SEQ) se us6 para separar las variantes de masa molecular
inferior y superior de la proteina, asi como cualquier impureza e ingredientes de formulacion.

Los resultados se describieron como la suma de los picos de agregacién (AP) y la suma de los picos de degradacion
(DP). En SEQ, la identidad de las muestras de prueba se determiné comparando el tiempo de retencidon cromatografica
de los picos principales con el tiempo de retencién del pico principal de un estandar de referencia.

SEQ se realizé utilizando una columna Tosoh Bioscience TSK-Gel G3000SWXL (5 y m, 250 A, 7.8 mm I.D. x 300 mm
de longitud) (Tosoh Bioscience, Stuttgart, Alemania) y una fase mévil que contiene 150 mM de fosfato de potasio, pH
6,5. La tasa de flujo se ajustd a 0,4 ml/min y la temperatura de la columna a 30 °C. Las muestras se diluyeron con la
fase movil a una concentracion de 0,75 mg/ml y el volumen de inyeccién fue de 10 pl.

6. Estudios de confirmacién

Para confirmar los resultados obtenidos mediante los estudios de seleccion de formulacion descritos mas arriba, se
establecié un estudio de estabilidad. El anticuerpo se prepar6 como se especifica mas arriba y adicionalmente se
dializé en diferentes sistemas reguladores. Las formulaciones preparadas contenian NaCl 105 mM, Tween 80 al 0.1%
y manitol 66 mM, el pH se mantuvo a 5.2. La concentracion de anticuerpo fue de 50 mg/ml. Las muestras se
almacenaron a diferentes temperaturas (5 °C, 25 °C y 40 °C) y se analizaron mediante Cromatografia de Exclusion
por Tamafio (SE-HPLC) para determinar la pureza y los niveles de agregado, asi como la Generacion de Imagenes
en Microflujo (MFI) para detectar particulas subvisibles. Mientras que con SE-HPLC, particularmente se pueden
detectar agregados diméricos, triméricos, tetrameros y pentameros del anticuerpo respectivo (es decir, agregados con
un peso molecular de hasta 800 kD), la Generacion de Imagenes en Microflujo (MFI) sirve para detectar particulas
subvisibles en un rango de tamafio de 5 - 30 um, es decir, aproximadamente de 1000 x agregados mas grandes que
aquellos detectables por SE-HPLC.
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7. Resultados

Con el fin de identificar las composiciones de formulacion que protegen el anticuerpo anti-TNF-a de la agregacion al
mismo nivel que la formulacion de control, se seleccionaron diversas formulaciones diferentes (Tabla 3) en dos rondas.
En una primera ronda, las formulaciones que contenian anticuerpo anti-TNF-a se expusieron a dos ensayos de estrés
en condiciones "suaves" (3 x FT) y agitacion a 400 RPM, 40°C durante 5 dias. Después del primer experimento de
estrés, el nivel de agregacion en cada muestra se determiné midiendo la distribucion del tamafio usando DLS.

Ademas de la evaluacion del potencial de proteccion de la agregacion, se midid el efecto de las formulaciones
seleccionadas sobre la estabilidad termodinamica del anticuerpo anti-TNF-a para mostrar ademas la adecuabilidad de
las formulaciones de la invencion para mantener la integridad estructural del farmaco biofarmacéutico almacenado en
el mismo. Los termogramas de DSC se escanearon a partir de 30-90 °C. Las temperaturas de fusion (Tm, temperatura
del primer pico) del anticuerpo anti-TNF-a dentro de las formulaciones seleccionadas de acuerdo con la divulgacion
estaban en el rango de aproximadamente 70 °C a aproximadamente 72 °C, que es comparable a la temperatura de
fusién respectiva. dentro de la formulacion de control (Tm = 71.46 + 0.06 °C (N = 11)). Los valores detallados de Tm
se dan en la Tabla 5. En la Tabla 5, las formulaciones que comprenden solamente acidos tricarboxilicos, acido
aconitico o acido citrico como acido/sal carboxilico sirven como controles, y estan impresas en cursiva y marcadas
con un asterisco (*).

Con base en los datos DLS y DSC obtenidos con la condicion "leve", se seleccionan las siguientes formulaciones que
contienen Adipico, Adipico+Citrico, Adipico+NaP, Malico, Malico+Citrico, Tartarico o Tartarico+Citrico en combinacién
con y sin estabilizador (glicina, manitol, sorbitol, sacarosa o trehalosa), respectivamente, se seleccionaron para una
evaluacion adicional, esta vez bajo condiciones "rigurosas".

La seleccion se basé en su similitud de Pdl, Z-Promedio y Tm en comparacion con los valores respectivos de la
formulacién de control (lo que indica por adelantado su adecuabilidad para el uso médico humano). Para detectar
cualquier comportamiento superior de las formulaciones probadas en comparacién con la formulacién de control, las
muestras se seleccionaron adicionalmente en condiciones "rigurosas" (10 x FT y agitacion a 600 RPM, 40°C durante
7 dias). Los experimentos se realizaron por duplicado.

La agregacion inducida fue detectada por DLS (Tabla 6, Figuras 1 y 2). Las mediciones de turbidez no mostraron
ninguna agregacioén. Sorprendentemente, la agregacién fue significativamente mas pronunciada para el anticuerpo
anti-TNF-a formulado en la formulaciéon de control (Figuras 1 y 2) que en las formulaciones de acuerdo con la
divulgacion, por ejemplo, que comprende un acido mono o dicarboxilico.

La agregacion evaluada por Z-Promedio (Fig. 1a) y Pdl (Fig. 1b) después de agitar a 600 RPM durante 7 dias a 40 °C
mostré que todas las combinaciones de regulador/estabilizador de acuerdo con la invencion (por ejemplo, acido
adipico + manitol) demostraron un mejor rendimiento, es decir, un Z-Promedio o Pdl mas pequefio que el regulador
de control (acido citrico/NaP + manitol), con la excepcién de algunas combinaciones que comprenden acido tartarico
(Z-Promedio: acido tartarico + manitol o sorbitol; acido tartarico/acido citrico + manitol o sorbitol o trehalosa; PdlI: acido
tartarico + manitol o sorbitol, acido tartarico/acido citrico + manitol o sorbitol).

Tengase en cuenta que las desviaciones estandar resultantes indicadas por las barras de error son usualmente
bastante pequenias, lo que indica la significacion estadistica de la diferencia de rendimiento entre el control (valor de
Z-Promedio o Pdl del que se indica mediante la barra horizontal, es decir, 9,58 nm o0 0,31) y el regulador respectivo.
En contraste a eso, para las combinaciones que comprenden &cido tartarico que tienen un rendimiento peor que el
regulador de control, se han observado grandes desviaciones estandar, lo que indica que los experimentos respectivos
podrian haber estado sujetos a artefactos particulares.

Con respecto a los experimentos de congelacién/descongelacion, los resultados se muestran en las Figs. 2a y 2b.
Estos experimentos muestran que bajo las condiciones respectivas todas las formulaciones probadas demuestran un
comportamiento similar (indicado por barras de error grandes en el experimento Pdl en la Fig. 2b), mientras que
algunas formulaciones reivindicadas (por ejemplo, &cido adipico + manitol, sorbitol o sacarosa) funcionan
significativamente mejor que la formulacién de control.

Los resultados de los estudios de confirmacion en los que se formularon diferentes reguladores en solucién que
comprende manitol (véase arriba) se muestran en las tablas 8 y 9, y las Figuras 3 y 4. Experimentos de cromatografia
de exclusién por tamafios (SE-HPLC) después de 3 meses de estudio de estabilidad a 5, 25y 40 °C (Tabla 7) revelaron
que, debido a la agregacion y degradacién del compuesto activo (anticuerpo anti-TNF-a), la pureza disminuy6 a algo
entre aproximadamente 98% (almacenamiento a 5 °C) y 87% (almacenamiento a 40 °C). En este experimento, todos
los reguladores comparados se realizaron de manera similar. Véase la Fig. 3a para representacion grafica. La pureza
inicial al comienzo de los experimentos estaba entre 99.2 y 93% para todas las formulaciones probadas.
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Sin embargo, la suma de los picos de agregacién también detectados con SE-HPLC fueron, para el regulador
fosfato/citrato (control) significativamente mayor (1,8% a 40°C de almacenamiento) que para la mayoria de los
reguladores divulgados aqui, por ejemplo, 1,2% (acido succinico) o 1,5% (acido acético). Véase la Fig. 3b para la
representacion grafica.

Los experimentos de Generacion de Imagenes en Microflujo (MFI), en los que se contaron particulas de un
determinado rango de tamafio en un volumen de muestra dado, sirvieron para detectar la formacion de
macroaggregaciones en el rango de 5 - 30 um después de 3 meses de almacenamiento a 40°C. Es evidente que en
el rango de tamafio de 5-10 pm, todos los reguladores reivindicados se comportaron mejor que el regulador de control
(es decir, &acido citrico + NaP). Véase Fig. 4a para representacion grafica. El acido adipico + manitol y el acido acético
+ manitol se comportan particularmente bien bajo estas condiciones.

En el rango de tamafio de > 10 um, todos los reguladores funcionan de tal manera que el nimero de particulas mit
esta por debajo de 260, que es aproximadamente 30 x por debajo de los limites establecidos por la Farmacopea
Europea (6.0), de acuerdo con lo cual la contaminacion por particulas de inyecciones e infusiones esta restringida a
7500 particulas mlt para particulas > 10 ym. Véase la Fig. 4a para una representacion grafica. Debido al buen
rendimiento de todos los reguladores, el recuento de particulas fue muy pequefio, lo que significa que,
estadisticamente, los resultados estan sujetos a grandes desviaciones estandar relativas debido al pequefio recuento
de particulas, lo que sugiere que las diferencias aparentes en el recuento medio de particulas no son significativas,
entre el control y el &cido adipico.

Tabla 5: Efecto de la composicion acido/sal y el estabilizador en la temperatura de fusién medida por DSC

Acido/sal Estabilizador Tm(°C)

1 Control (posfato de sodio + citrato) Manitol 71,45
2 Aconitico* Manitol 70,47
3 Aconitico* Ninguno 70,04
4 Adipico Glicina 71,03
5 Adipico Manitol 70,95
6 Adipico Ninguno 70,8

7 Adipico Sorbitol 71,06
8 Adipico Sacarosa 71,1

9 Adipico Trehalosa 71,02
10 |Adipico Citrico Glicina 71,21
11 | Adipico Citrico Manitol 70,96
12 | Adipico Citrico Sorbitol 71,12
13 | Adipico Citrico Sacarosa 71,24
14 | Adipico Citrico Trehalosa 71,23
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Acido/sal Estabilizador Tm(°C)

15 |Adipico NaP Glicina 71,47
16 |Adipico NaP Manitol 71,56
17 |Adipico NaP Sorbitol 71,49
18 |Adipico NaP Sacarosa 71,58
19 | Adipico NaP Trehalosa 71,74
20 |Ascorbico Manitol 70,94
21 | Ascoérbico Ninguno 70,56
22 |Citrico* Manitol 70,53
23 | Citrico* Ninguno 70,49
24 | Glutadmico Glicina 71,92
25 | Glutadmico Manitol 71,51
26 | Glutamico Ninguno 70,89
27 | Glutadmico Sorbitol 71,92
28 |Glutamico Sacarosa 71,82
29 |Glutamico Trehalosa 71,91
30 |Glutamico Citrico Glicina 71,88
31 |Glutamico Citrico Manitol 71,86
32 | Glutamico Citrico Sorbitol 71,88
33 | Glutamico Citrico Sacarosa 71,9

34 | Glutamico Citrico Trehalosa 71,9

35 |Glutamico NaP Glicina 71,82
36 |Glutdmico NaP Manitol 71,76
37 |Glutdmico NaP Sorbitol 71,71
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Acido/sal Estabilizador Tm(°C)

38 |Glutamico NaP Sacarosa 72,01
39 |Glutamico NaP Trehalosa 71,9

40 |Malico Glicina 71,19
41 | Malico Manitol 70,79
42 |Malico Ninguno 70,99
43 | Malico Sorbitol 71,19
44 | Malico Sacarosa 71,19
45 | Malico Trehalosa 71,31
46 | Malico Citrico Glicina 71,38
47 | Malico Citrico Manitol 71,28
48 | Malico Citrico Sorbitol 71,33
49 | Malico Citrico Sacarosa 71,4

50 |Maélico Citrico Trehalosa 71,4

51 |Malico NaP Glicina 71,41
52 |Mélico NaP Manitol 71,66
53 |Maélico NaP Sorbitol 71,8

54  |Mélico NaP Sacarosa 71,98
55 |Mélico NaP Trehalosa 71,73
56 |NaP Manitol 71,28
57 |NaP Ninguno 70,89
58 |Tartarico Glicina 71,4

59 |Tartarico Manitol 71,1

60 |Tartarico Ninguno 70,94
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68

69

70

71

72

73

Acido/sal

Tartarico

Tartarico

Tartarico

Tartarico Citrico

Tartarico Citrico

Tartarico Citrico

Tartarico Citrico

Tartarico Citrico

Tartarico NaP

Tartarico NaP

Tartarico NaP

Tartarico NaP

Tartarico NaP
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Estabilizador

Sorbitol

Sacarosa

Trehalosa

Glicina

Manitol

Sorbitol

Sacarosa

Trehalosa

Glicina

Manitol

Sorbitol

Sacarosa

Trehalosa

Tm(°C)

71,46

71,29

71,28

71,71

71,45

71,53

71,74

71,72

71,6

71,65

71,77

71,92

71,91

Tabla 6: Estrés por desgarre corte o agregacion inducida por congelacion/descongelacién en condiciones "rigurosas"
medidas por DLS (dispersion de Pdl-poli, Z-Promedio - radio promedio, N = 2, excepto para la formulacién de control,

donde N = 12)

Acid/Sal

Control (fosfato de sodio

+ citrato)

Adipico

Adipico

Estabilizador

Manitol

Glicina

Manitol

10x FT
Z-Promedio
(nm)
Media | Desv
Est.
7,26 10,96
7,13 10,25
6,22 /0,32

20

Pdl

Media | Desv
Est.

0,27 10,04

0,29 0,02

0,17 10,09

600 RPM de agitacion 7 dias

40°C

Z-Promedio
(nm)

Media | Desv

Est.
9,58 /3,87
6,00 (0,17
5,82 10,12

Pdl

Media | Desv
Est.

0,31 /0,15

0,18 /0,01

0,09 /0,01



Acid/Sal

Adipico

Adipico

Adipico

Adipico

Adipico+Citrico

Adipico+Citrico

Adipico+Citrico

Adipico+Citrico

Adipico+Citrico

Adipico+Citrico

Adipico+NaP

Adipico+NaP

Adipico+NaP

Adipico+NaP

Adipico+NaP

Adipico+NaP

Malico

Malico

Malico

Malico

Estabilizador

Ninguno

Sorbitol

Sacarosa

Trehalosa

Glicina

Manitol

Ninguno

Sorbitol

Sacarosa

Trehalosa

Glicina

Manitol

Ninguno

Sorbitol

Sacarosa

Trehalosa

Glicina

Manitol

Ninguno

Sorbitol
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10x FT
Z-Promedio
(nm)
Media | Desv
Est.
6,74 (0,40
6,12 (0,09
5,98 (0,17
6,37 (0,22
6,37 (0,02
6,14 (0,07
6,69 (0,59
6,35 (0,07
6,27 (0,08
6,67 (0,25
6,44 (0,06
6,63 (0,13
6,07 (0,01
6,74 (0,15
7,72 (2,26
8,59 (2,47
6,60 (0,07
6,48 (0,21
5,95 (0,16
6,36 (0,08

21

Pdl
Media | Desv
Est.

0,31 |0,06
0,17 /0,03
0,24 |0,03
0,23 (0,01
0,27 /0,03
0,18 0,02
0,30 /0,08
0,22 /0,02
0,22 (0,02
0,26 |0,05
0,30 (0,01
0,28 (0,03
0,21 /0,00
0,30 (0,04
0,30 /0,15
0,30 (0,02
0,31 |0,01
0,26 |0,06
0,18 |0,03
0,25 (0,01

600 RPM de agitacién 7 dias

40°C

Z-Promedio
(nm)

Media | Desv

Est.

585 0,17
6,09 /0,02
6,06 /0,23
7,61 (2,33
6,03 /0,01
5,87 10,13
5,88 0,09
599 /0,13
6,23 /0,02
6,51 |0,06
595 |0,11
6,02 (0,21
6,01 /0,48
5,80 /0,20
5,85 0,20
5,81 |0,04
6,05 (0,24
6,16 (0,24
5,90 0,19
6,10 /0,33

Pdl
Media | Desv
Est.

0,10 |0,04
0,19 0,02
0,16 (0,04
0,17 /0,00
0,21 0,02
0,09 (0,02
0,10 |0,04
0,15 /0,00
0,21 |0,01
0,25 (0,00
0,18 (0,01
0,11 |0,00
0,13 (0,11
0,08 /0,03
0,10 |0,04
0,10 /0,03
0,22 (0,01
0,17 |0,06
0,15 |0,04
0,17 /0,08



Acid/Sal

Malico

Malico

Malico+Citrico

Malico+Citrico

Malico+Citrico

Malico+Citrico

Malico+Citrico

Malico+Citrico

Tartarico

Tartarico

Tartarico

Tartarico

Tartarico

Tartarico

Tartarico+Citrico

Tartarico+Citrico

Tartarico+Citrico

Tartarico+Citrico

Tartarico+Citrico

Tartarico+Citrico

Estabilizador

Sacarosa

Trehalosa

Glicina

Manitol

Ninguno

Sorbitol

Sacarosa

Trehalosa

Glicina

Manitol

Ninguno

Sorbitol

Sacarosa

Trehalosa

Glicina

Manitol

Ninguno

Sorbitol

Sacarosa

Trehalosa
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10x FT
Z-Promedio
(nm)
Media | Desv
Est.
7,74 |1,99
6,93 (0,02
6,35 (0,18
6,49 (0,28
6,12 (0,38
6,19 (0,14
6,16 (0,33
6,61 (0,25
6,39 (0,46
6,20 (0,09
6,05 (0,18
6,39 (0,08
6,29 (0,32
6,55 (0,25
6,32 (0,19
6,36 (0,31
6,17 (0,07
6,53 (0,18
6,22 (0,16
6,12 (0,13
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Pdl
Media | Desv
Est.

0,29 |0,07
0,32 |0,00
0,25 (0,02
0,26 (0,04
0,20 (0,09
0,23 /0,05
0,19 0,07
0,26 /0,05
0,24 |0,06
0,20 (0,01
0,18 |0,06
0,24 (0,01
0,23 /0,05
0,26 (0,05
0,24 0,03
0,24 0,06
0,22 (0,01
0,28 (0,02
0,21 |0,05
0,19 (0,02

600 RPM de agitacién 7 dias

40°C
Z-Promedio
(nm)
Media | Desv
Est.
6,82 |1,21
6,20 (0,19
5,79 10,08
7,68 1,72
575 10,23
591 0,01
594 0,01
8,14 3,05
5,95 10,16
24,62 (20,25
6,27 (0,47
32,57 12,48
8,22 (2,79
6,57 /0,01
5,86 0,03
12,89 0,96
6,71 (1,18
12,41 6,32
5,98 0,10
13,61 /10,30

Pdl
Media | Desv
Est.

0,15 (0,01
0,24 |0,06
0,11 (0,02
0,31 |0,12
0,09 |0,06
0,11 0,00
0,14 /0,05
0,16 /0,00
0,15 |0,04
0,43 (0,14
0,23 /0,03
0,39 /0,08
0,20 (0,10
0,27 |0,01
0,11 |0,02
0,45 /0,33
0,20 (0,04
0,31 |0,08
0,16 (0,01
0,25 (0,01



Tabla 7: Estudio de estabilidad, resultados de SE-HPLC: pureza y suma de picos de agregacion (AP)
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Regulador Controll Aci'dc.) Acid'o. ACid? . Ac[dp Acido succinico
(NaP/Citrato) | Adipico | Tartarico | Glutamico acético

E:rsrrggggs Pureza y sustancias relacionadas por SE-HPLC - Pureza - en [% de Area]

Temp. 5°C 5°C 5°C 5°C 5°C 5°C

Inicial 99.3 99.2 99.3 99.3 99.3 99.2

6 semanas |99.2 99.2 99.2 99.0 99.1 99.0

3 meses 99.2 99.3 99.2 99.3 99.3 99.2

Temp. 25°C 25°C  |25°C 25°C 25°C 25°C

Inicial 99.3 99.2 99.3 99.3 99.3 99.2

6 semanas |97.7 97.7 97.7 97.8 97.8 97.8

3 meses 97.1 97.2 97.1 97.2 97.2 97.1

Temp. 40°C 40°C  |40°C 40°C 40°C 40°C

Inicial 99.3 99.2 99.3 99.3 99.3 99.2

3 semanas |95.9 96.2 95.7 96.0 95.9 95.9

6 semanas |93.6 94.3 93.5 93.9 93.7 93.8

3 meses 89.4 90.5 89.3 90.0 89.9 90.0

Parametros | Pureza y sustancias relacionadas por SE-HPLC — Suma de AP's - agregados

de prueba |solubles detectados por SEQ - en [% de Area]

Temp. 5°C 5°C 5°C 5°C 5°C 5°C

Inicial 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7

6 semanas |0.6 0.6 0.6 0.7 0.5 0.5

3 meses 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.7
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Temp. 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Inicial 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7

6 semanas |0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9

3 meses 0.8 0.7 0.8 0.8 0.8 0.8
Temp. 40°C 40°C  |40°C 40°C 40°C 40°C
Inicial 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7

3 semanas |1.0 0.9 0.9 0.9 1.0 0.9
gsgg:ggs Pureza y sustancias relacionadas por SE-HPLC - Purity-en [% de Area]
6 semanas |1.5 14 15 1.4 1.6 15

3 meses 1.8 1.6 1.8 1.6 15 1.2

Tabla 8: Estudio de estabilidad, resultados de MFI - Cantidad total de particulas de 5-10 ym y> 10 ym Datos tomados
después de 3 meses de almacenamiento a 40 °C

Control Acido Acido Acido Acido Acido
(NaP/Citrato) Adipico Tartarico Glutamico Acético succinico

Particulas sub-visibles por Microscopia de Flujo (Micro Flow Imaging, MFI) - 5-10um - en
[recuentos/mL]

2296 1874 1483 1507 1520 881

Particulas sub-visibles por Microscopia de Flujo (Micro Flow Imaging, MFI) - mayor que 10 pm -
en [recuentos/mL]

127 257 86 98 107 139

Tabla 9: dos ejemplos para una formulacién preferida de acuerdo con la invencién

Compuesto [mg/mL]

guimérico, humanizado o IgG humano 50.00
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Compuesto

NacCl

Manitol

Acido Adipico

Tween 80

NaOH (para ajustar pH)

pH

Compuesto

quimérico, IgG humano humanizado
NacCl

Manitol

Acido acético

Tween 80

NaOH (para ajustar pH)

pH

[mg/mL]

50-7.0

10.0-14.0

15-4.0

05-15

g.s.

5.20

[mg/mL]

50.00

50-7.0

10.0-14.0

0,5-1.5

05-15

g.s.

5.20

La Tabla 10 muestra formulaciones particularmente preferidas que comprenden &cido adipico o acido acético
(acetato). Estas formulaciones se compararon con el regulador de control que comprende fosfato de sodio + citrato
(fosfato de sodio 14,1 mM, citrato 7,2 mM, NaCl 105,5 mM, Tween 80 al 0,1% y manitol 65,9 mM, véanse mas detalles
mas arriba). Todas las formulaciones mostradas fueron superiores al regulador de control en términos de
comportamiento de agregacion.

Tabla 10: formulaciones preferidas que comprenden acido adipico o acetato.

de |001 007
estudio
Formulacion de |Formulacién de |Formulaciéon de | Formulacion Formulacion de
acido adipico acido acético acido adipico Adipico/ Citrato | acido acético
NaCl [mM] |105 105 105 105 105
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No. de |001
estudio

Manitol 66
[mM]

Acido 23
Adipico
[mM]

Acido -
acético
[mM]

Tween 80 0,8
[mM]

Acido 1,4
citrico
[(mM]

Fosfato 2,8

[mM]

Listado de secuencias

<110> Hexal AG

66

20

0,8

2,4

2,8

ES 2 659981 T3

007

66

23

0,8

66

23

0,8

1,4

<120> Formulacion farmacéutica que comprende un farmaco biofarmacéutico

<130> LD40322

<160> 10

<170> Patentln version 3.5

<210>1

<211> 1413

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de codificacidon de cadena pesada IgG anti TNFalpha

<400> 1

26

66

<0.2

20

0,8

2,4



atggcctggg
gtgcagctgg
tgecgecgect
ggcaaaggcece
gactccgtgg
cagatgaact
ctgtccaccg
gcctecacca
ggcaccgccg
tggaactctg
ggcctgtact
tacatctgca
aagtcctgeg
cctteegtgt
gaggtcacct
tacgtggacg
tccacctace
gaatacaagt
aaggccaagg
ctgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg
cagcagggca

cagaagtccc

<210> 2

<211> 705

<212> ADN

tctggacccet
tcgagtcetgg
ccggcttcac
tegagtgggt
agggccggtt
ccctgeggge
cctectcect
agggccccte
ctctgggcetg
gcgecctgac
ccectgtecte
acgtgaacca
acaagaccca
tecctgttece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtgte
gcaaggtctc
gccagcectceg
accaggtgtc

gggagtccaa
acggctcctt
acgtgttctc

tgtcecctgag

<213> Artificial

<220>

gcctttecetg
cggcggactg
cttecgacgac
gtecgecate
caccatctce
cgaggacacc
ggactactgg
cgtgttcect
cctggtcaag
cagcggegtyg
cgtcgtcaca
caagccttcce
cacctgcecect
tcctaagect
ggacgtgtcce
gcacaacgct
cgtgctgacc
caacaaggcc
cgagcctcag
cctgacctgt

cggccagect
cttcctgtac
ctgctcegtg

ccectggecaag

ES 2 659981 T3

atggccgetg
gtgcagcectg
tacgccatge
acctggaact
cgggacaacg
gcegtgtact
ggccagggca
ctggcecectt
gactacttcc
cacaccttce
gtgccttect
aacaccaagg
ccctgeectg
aaggacaccc
cacgaggatc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctgecetgecce
gtgtacaccc
ctggtcaagg

gagaacaact
tccaagctga
atgcacgagg

tga

cccagtccegt
gceggtecet
actgggtceg
ccggccacat
ccaagaactc
actgcgccaa
ccctggtcac
cctccaagte
ctgagcctgt
ctgcegtget
ccagcctggg
tggacaagaa
ccecctgaget
tgatgatctc
ctgaggtcaa
ctcgggaaga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcctceectce
gcttctaccce

acaagaccac

ccgtggacaa

ccctgcacaa

<223> Secuencia de codificacion de cadena ligera IgG Anti TNFalpha

<400> 2

27

gcaggccgag
gcggcetgtece
ccaggcccect
cgactacgece
cctgtacctg
ggtgtectac
cgtgtcctce
cacctccgge
gacagtgtcce
gcagtcctce
cacccagacc
ggtggagect
gctgggegga
ccggacccect
gttcaattgg
gcagtacaac
gaacggcaaa
aaccatctcce
ccgggacgag
ttccgatatce

ccctectgtg

gtcccggtgg

ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1413



atgtcecgtge
gacatccaga
atcacctgcec
ggcaaggccce
cggttcteeg
gaggacgtgg
ggcaccaagg
tccgacgage
cctegggagg
gaatccgtca

ctgtccaagg

ctgtecctcecec

<210> 3

<211> 470

<212> PRT

tgacccaggt
tgacccagtce
gggcctccca
ctaagctgcet
gcteecggeag
ccacctacta
tggagatcaa
agctgaagtc
ccaaggtgca
ccgagcagga
ccgactacga

ccgtgaccaa

<213> Artificial

<220>

gctggecectg
ccectectee
gggcatcegg
gatctacgcce
cggcaccgac
ctgccagegg
gcgtacggtg
cggcaccgcece
gtggaaggtg
ctccaaggac
gaagcacaag

gtccttcaac
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ctgctgetgt
ctgteegect
aactacctgg
gcctccacce
ttcaccctga
tacaacagag
gccgcetectt
agcgtcegtcet
gacaacgcce
agcacctact
gtgtacgecct

cggggcgagt

ggctgaccgg
ccgtgggega
cctggtatca
tgcagtcecgg
ccatctecte
ccecttacac
ccgtgttcat
gcctgetgaa
tgcagagcgg
ccctgtecag
gcgaggtcac

gctga

caccagatgce
cagagtgacc
gcagaagcct
cgtgecttcee
cctgecagect
cttcggecag
cttcectece
caacttctac
caactccecag
caccctgacce

ccaccagggce

<223> Secuencia de aminoacidos de cadena pesada IgG Anti TNFalpha

<400> 3

Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Pro Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser

1

5

10

15

Val Gln Ala Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

20

25

30

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

35

40

45

28

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

705



Asp

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

Gly

145

Gly

Val

Phe

Val

Val

225

Lys

Leu

Thr

val

Asp

50

Trp

Ser

Leu

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser
290

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

1395

Val

His

Cys

Gly

Met

275

His

Ala

Ser

Glu

Leu

100

Ala

Gln

vVal

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

260

Ile

Glu

Met

Ala

Gly

Gln

Lys

Gly

Phe

Leu
165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

Ser

Asp

His

Ile

70

Arg

Met

vVal

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Trp

55

Thr

Phe

Asn

Ser

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

Val

Thr

Glu
295

Val

Trp

Thr

Ser

Tyr

120

val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

280

val

Arg

Asn

Ile

Leu

105

Leu

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

265

Glu

Lys

ES 2 659981 T3

Gln

Ser

Ser

Arg

Ser

val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

250

Phe

val

Phe

Ala

Gly

75

Arg

Ala

Thr

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

Thr

Asn

Pro

60

His

Asp

Glu

Ala

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp
300

29

Gly

Ile

Asn

Asp

Ser

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Lys

Pro

Lys

vVal

285

Tyr

Lys

Asp

Ala

Thr

110

Ser

Ser

Thr

Pro

Val

190

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

270

val

val

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Leu

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

val

Asp

Leu

Ala

Asn

val

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

240

Glu

Asp

Asp

Gly
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Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn
305 310 315 320

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
325 330 335

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
340 345 350

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu
355 360 365

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
370 375 380

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
385 390 395 400

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
405 410 415

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
420 425 430

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
435 440 445

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
450 455 460

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> 4

<211>234

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de cadena ligera IgG Anti TNFalpha

<400> 4

Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 15

Gly Thr Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
20 25 30

30



10

Ala

Ile

Lys

65

Arg

Ser

Arg

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

Val
225

Ser

Arg

50

Leu

Phe

Leu

Ala

vVal

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

<210>5

<211>9

Val

35

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos CDR 3 de cadena ligera IgG Anti TNFalpha

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (9) .. (9)

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

100

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Asp

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Arg

Ala

Ala

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Val

Trp

55

Ala

Ser

Val

Gly

val

135

Ser

Gln

val

Leu

Glu

215

Arg

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

120

Phe

vVal

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

ES 2 659981 T3

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Cys

Lys

Gln

75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Arg

Pro

60

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

31

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

Ser

Lys

Val

Thr

Arg

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Gln

Ala

Pro

Ile

95

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Gly

Pro

Ser

80

Ser

Asn

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro
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<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<400> 5

Gln Arg Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Xaa
1 5

<210>6

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos CDR 3 de cadena pesada IgG Anti TNFalpha
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (12)..(12)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<400> 6

Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Xaa
1 5 10

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos CDR 2 de cadena ligera IgG Anti TNFalpha
<400> 7

Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser
1 5

<210>8

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos CDR 2 de cadena pesada IgG Anti TNFalpha

<400> 8
32
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Ala Ile Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp Tyr Ala Asp Ser Val Glu
1 5 10 15

Gly
<210>9

<211>11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos CDR 1 de cadena ligera IgG Anti TNFalpha
<400>9

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 10

<211>5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos CDR 1 de cadena pesada IgG Anti TNFalpha
<400> 10

Asp Tyr Ala Met His
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién farmacéutica para administracién parenteral, comprendiendo la formulacion un anticuerpo 1gG
monoclonal con capacidad de unién a objetivo retenida, comprendiendo dicha composicién ademés acido adipico o
una sal de adipato,

en donde el &cido adipico o adipato actiia como un regulador, y

en donde la cadena pesada del anticuerpo IgG monoclonal esta definida por una secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 3, y la cadena ligera esta definida por una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

2. La formulacién de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el &cido adipico o adipato esta presente en una forma
acuosa de la formulacién farmacéutica en una concentracion de entre = 2 y < 50 mM.

3. La formulacién de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el &cido adipico o adipato esta presente en una forma
acuosa de la formulacién farmacéutica en una concentracion de entre 25y < 25 mM.

4. La formulacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la cadena pesada del
anticuerpo 1gG monoclonal esta codificada por el acido nucleico de la SEQ ID NO: 1,y

en donde la cadena ligera de los mismos esta codificada por el acido nucleico de la SEQ ID NO: 2.

5. La formulacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones ya mencionadas, en donde la formulacién
comprende ademas acido citrico o citrato, y en donde el acido citrico o el citrato actiia como un regulador.

6. La formulacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones ya mencionadas, cuya formulacién comprende
ademas al menos un estabilizante seleccionado del grupo que consiste en un aminoacido, un poliol de azucar, un
disacarido y/o un polisacarido.

7. La formulacién de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde dicho disacarido es un agente seleccionado del grupo
gue consiste en sacarosa y/o trehalosa.

8. La formulacién de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, en donde dicho poliol de azlcar es un agente seleccionado
del grupo que consiste en manitol y/o sorbitol.

9. La formulacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la formulacion tiene un pH
deentre24y<8.

10. La formulacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la formulacién tiene un
pHdeentre 25y <8.

11. La formulacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones ya mencionadas, en donde dicho anticuerpo 1gG
monoclonal es:

* un anticuerpo derivado de hibridoma,
 un anticuerpo quimerizado,

* un anticuerpo humanizado, y/o

 un anticuerpo humano.

12. Una jeringa o lapiz precargado, un vial o una bolsa de infusion, dicha jeringa o lapiz, vial o bolsa de infusién que
comprende una formulacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 11.

13. Una formulacién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 11 para uso en el tratamiento
de una condicién patolégica, en la que la condicién patolégica es al menos una de:

* Enfermedades autoinmunes,

» enfermedades infecciosas,

34
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« enfermedades neopléasicas y/o malignas (cancer), y/o
 enfermedades del sistema nervioso,
y en donde el tratamiento implica administracion parenteral.

14. La formulacién para uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el tratamiento implica la administracion
intravenosa, intramuscular y/o subcutanea.
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Agitacion a 600 RPM 7 dias 40°C
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Purezay susta'ncias relacionadas por SE-HPLC-
Pureza - en [% de Area] después de 3 meses de almacenaje
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Suma de Ap's - agregados solubles detectados por
SEC - en [% de Area] después de 3 meses de almacenaje
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Particulas subvisibles por Microscopia de Flujo
(Generacion de Imagenes en Microflujo, MFI) - 5-10um- €n
[recuentos/mL] a 40 °C
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Fig. 4a

Particulas subvisibles por Microscopia de Flujo
(Generacion de Imagenes en Microflujo, MFI) - mayor que 10pm-
en [recuentos/mL] a 40 °C
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Fig. 4b
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