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DESCRIPCION
Formulaciones liofilizadas para antidoto del factor Xa
ANTECEDENTES

Los anticoagulantes satisfacen una necesidad en el mercado en el tratamiento o prevencion de trombosis no deseada
en pacientes con tendencia a formar coagulos sanguineos, tales como, por ejemplo, aquellos pacientes que tienen
trastornos de coagulacién, confinados a periodos de inmovilidad o sometidos a cirugias médicas. Sin embargo, una
de las principales limitaciones de la terapia anticoagulante es el riesgo de hemorragia asociado con los tratamientos,
y las limitaciones en la capacidad de revertir rapidamente la actividad anticoagulante en caso de sobredosis o si se
requiere un procedimiento quirargico urgente. De este modo, los antidotos especificos y eficaces para todas las formas
de terapia anticoagulante son altamente deseables.

La administraciéon de proteinas biolégicamente activas mediante inyeccion es generalmente la via de administracion
de eleccion cuando la administracién oral no es practica o se requiere una actividad terapéutica inmediata. Sin
embargo, las barreras bioldgicas, quimicas y fisicas, tales como el almacenamiento a largo plazo deficiente, la
osmolalidad, la solubilidad, y la estabilidad, hacen que el suministro de agentes biolégicamente activos mediante
inyeccion a mamiferos sea problematico. La liofilizacién puede resolver problemas de almacenamiento a largo plazo.
Sin embargo, también existen problemas con la liofilizacion, tales como la escasa solubilidad y estabilidad del liofilato.
Por lo tanto, existe la necesidad de preparaciones inyectables mejoradas de antidotos para anticoagulantes, que sean
estables y solubles. La descripcion satisface estas y otras necesidades.

El documento WO 2013/049804 describe composiciones y métodos para modular la hemostasia. El documento US
2010/255000 describe antidotos para inhibidores del Factor Xa y métodos para usar los mismos.

SUMARIO

La presente descripcion proporciona formulaciones liofilizadas para un derivado de la proteina del factor Xa (fXa),
denominado “antidoto r”. En comparacién con la proteina de fXa de tipo salvaje, el antidoto r tiene modificaciones en
el dominio Gla y el sitio activo, conserva la capacidad de fXa para unirse a un inhibidor de fXa, pero no se ensambla
en un complejo de protrombinasa. El antidoto r es un polipéptido bicatenario (véase la SEQ ID NO. 3 en la Tabla 3,
que incluye una cadena ligera (SEQ ID NO. 4) y una cadena pesada (SEQ ID NO. 5) conectadas con un unico enlace
de disulfuro entre la cisteina 98 (Cys98) de la cadena ligera y la cisteina 108 (Cys108) de la cadena pesada.

También como el fXa de tipo salvaje, el antidoto r sufre modificaciones post-traduccionales que dan como resultado
la glicosilacién en ciertos restos de aminoacidos, por ejemplo Ser56, Ser72, Ser76 y Thr82 de la cadena ligera, y
Thr249 de la cadena pesada, y un resto modificado, (3R)-3-hidroxiAsp en Asp29 de la cadena ligera. Adicionalmente,
ademas del enlace de disulfuro entre cadenas, hay enlaces de disulfuro intracatenarios formados entre las cisteinas
16y 27,21y 36,38y47,55y 66,62y 75,y 77 y 90 de la cadena ligera, y entre las cisteinas 7y 12,27 y 43, 156 y
170,y 181 y 209 de la cadena pesada.

Dada la estructura bicatenaria y las diversas modificaciones post-traduccionales del antidoto r, se muestra aqui que
el desarrollo de una formulacién liofilizada estable que proporciona una disolucion estable y soluble con una
osmolalidad aceptable presenta un gran desafio. Sin embargo, inesperadamente, los presentes inventores pudieron
llegar a una disolucién que equilibra la solubilidad proteica, la estabilidad, la estructura de la torta, y la osmolalidad.

En una realizacion, la presente descripcion proporciona una formulacion acuosa. En una realizacion, la formulacion
comprende de 10 mM a 55 mM de arginina, de 1% a 3% de sacarosa (p/v), de 2% a 8% de manitol (p/v), y al menos
5 mg/ml de un polipéptido bicatenario que comprende una primera cadena de la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO. 4, una segunda cadena que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO. 5, y un enlace de disulfuro
entre un primer resto de cisteina en la posicion 98 (Cys98) de SEQ ID NO. 4 y un segundo resto de cisteina en la
posicion 108 (Cys108) de SEQ ID NO. 5, en la que la formulacién tiene un pH de 7,5 a 8.

En algunos aspectos, la formulacién comprende de 40 mM a 50 mM de arginina, de 1,5% a 2,5% de sacarosa (p/v),
de 4,5% a 5,5% de manitol (p/v), y al menos 10 mg/ml del polipéptido. La formulacién puede comprender de 10 mM a
30 mM de citrato, de 1,5% a 2,5% de sacarosa (p/v), de 4,5% a 5,5% de manitol (p/v), y al menos 10 mg/ml del
polipéptido.

En algunos aspectos, la formulacién comprende de 40 mM a 50 mM de arginina, de 1,5% a 2,5% de sacarosa (p/v),
de 4,5% a 5,5% de manitol (p/v), y al menos 18, 19 0 20 mg/ml del polipéptido. En algunos aspectos, la formulacion
comprende de 10 mM a 30 mM de citrato, de 1,5% a 2,5% de sacarosa (p/v), de 4,5% a 5,5% de manitol (p/v), y al
menos 10 mg/ml del polipéptido.

En algunos aspectos, la formulacién comprende alrededor de 45 mM de arginina, alrededor de 2% de sacarosa (p/v),
alrededor de 5% de manitol (p/v), y alrededor de 10 mg/ml de un polipéptido bicatenario que comprende una primera
cadena que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 4, una segunda cadena que comprende la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 5, y un enlace de disulfuro entre un primer resto de cisteina en la posicién
98 (Cys98) de SEQ ID NO. 4 y un segundo resto de cisteina en la posicion 108 (Cys108) de SEQ ID NO. 5, en la que
la formulacién tiene un pH de alrededor de 7,8. En un aspecto, la formulacién incluye ademas polisorbato 80 (0,01%
p/v a 0,02% p/v) y/o un amortiguador.

En algunos aspectos, la formulacién comprende alrededor de 45 mM de arginina, alrededor de 2% de sacarosa (p/v),
alrededor de 5% de manitol (p/v), y alrededor de 20 mg/ml de un polipéptido bicatenario que comprende una primera
cadena que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 4, una segunda cadena que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 5, y un enlace de disulfuro entre un primer resto de cisteina en la posicién
98 (Cys98) de SEQ ID NO. 4 y un segundo resto de cisteina en la posicion 108 (Cys108) de SEQ ID NO. 5, en la que
la formulacién tiene un pH de alrededor de 7,8. En un aspecto, la formulacién incluye ademas polisorbato 80 (0,01%
p/v a 0,02% p/v) y/o un amortiguador.

En algunos aspectos, el polipéptido comprende un resto de aminoacido que se modifica para ser diferente de los
aminoacidos naturales. En algunos aspectos, el resto Asp29 de la primera cadena se modifica a (3R)-3-hidroxiAsp en
Asp29. En algunos aspectos, el polipéptido comprende al menos un enlace de disulfuro intracatenario para cada una
de las cadenas primera y segunda.

También se proporciona, en una realizaciéon, un método para preparar una formulacion liofilizada de un polipéptido
bicatenario que comprende una primera cadena de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 4, una segunda
cadena de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 5, y un enlace de disulfuro entre un primer resto de cisteina
en la posicion 98 (Cys98) de SEQ ID NO. 4 y un segundo resto de cisteina en la posicion 108 (Cys108) de SEQ ID
NO. 5, que comprende liofilizar la formulacién acuosa como se describe anteriormente.

Otra realizacién proporciona una composicion liofilizada preparada liofilizando la formulacién acuosa de la presente
descripcion.

En una realizacién, la presente descripcion proporciona una composicién liofilizada que comprende al menos 10%
(p/p) de un polipéptido bicatenario que comprende una primera cadena de la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO. 4, una segunda cadena de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 5, y un enlace de disulfuro entre un
primer resto de cisteina en la posicion 98 (Cys98) de SEQ ID NO. 4 y un segundo resto de cisteina en la posicion 108
(Cys108) de SEQ ID NO. 5, y L-arginina HCl:sacarosa:manitol en una relacion en peso del intervalo (0,5-1,4):(1-3):(2-
8).

En algunos aspectos, la composicion liofilizada comprende al menos 15%, 16%, 17%, 18% 0 19% (p/p) del polipéptido
bicatenario. En algunos aspectos, la relacion en peso de L-arginina HCl:sacarosa:manitol esta en el intervalo de (0,9-
1):(1,5-2,5):(4,5-5,5).

También se describe una composicion liofilizada que comprende al menos 10% (p/p) de un polipéptido bicatenario que
comprende una primera cadena de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 4, una segunda cadena de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 5, y un enlace de disulfuro entre un primer resto de cisteina en la posicién
98 (Cys98) de SEQ ID NO. 4 y un segundo resto de cisteina en la posiciéon 108 (Cys108) de SEQ ID NO. 5, y
citrato:sacarosa:manitol en una relacién en peso del intervalo (0,15-0,66):(1-3):(2-8). La composicién liofilizada puede
comprender al menos 10%, 15%, 16%, 17%, 18% o0 19% (p/p) del polipéptido bicatenario. La relaciéon en peso de
citrato:sacarosa:manitol puede estar en el intervalo de (0,19-0,57):(1,5-2,5):(4,5-5,5).

La presente descripcién también proporciona una disolucién preparada disolviendo la composicion liofilizada de la
descripcion. El disolvente puede ser agua o disolucion salina.

Aun otra realizacion proporciona una formulacién acuosa o composicion liofilizada de la invenciéon para uso en un
método para reducir la hemorragia en un sujeto que se somete a terapia anticoagulante con un inhibidor del factor Xa,
que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una disolucién de la descripcion. En algunos aspectos, el
inhibidor del factor Xa es apixaban, rivaroxaban o betrixaban.

Aun, también se describe una formulacién acuosa, que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO. 3 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95% de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO. 3, un agente solubilizante, un estabilizador, y un componente cristalino, en el que la formulacién
no colapsa durante la liofilizacién.

El componente cristalino puede ser manitol. En algunos aspectos, el manitol esta presente en una concentracion de
2% a 8% (p/v). El agente solubilizante puede ser arginina o citrato, y el estabilizador es sacarosa. La formulacién
acuosa puede comprender ademas un tensioactivo y un amortiguador. También se describe una composicién
liofilizada preparada liofilizando la formulacién acuosa.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las FIG. 1A-F son gréaficos que muestran la solubilidad del antidoto r en diferentes condiciones (pH, agente
solubilizante, fuerza idnica). Las barras sombreadas indican que se observé precipitacién de proteinas, y las barras
vacias indican que no se observé precipitacion de proteinas.

La FIG. 2 es un termograma de flujo de calor DSC para disolucién tris 10 mm que muestra enfriamiento a 1°C/min
y la exotermia de cristalizacion para tris a -32°C.

La FIG. 3 es un termograma de DSC durante el enfriamiento de tris 10 mm con arginina 95 mm. Sin cristalizacion
exotérmica para tris.

La FIG. 4 es un termograma de DSC para una disolucion que contiene tris 10 mm, 2% de sacarosa, y 2% de
manitol, que muestra la cristalizacion de manitol a aproximadamente -18°C.

La FIG. 5 es un termograma de DSC para una disolucién de tris 10 mm, arginina 95 mm, 2% de sacarosa y 2% de
manitol, que muestra la tg’ para sacarosa a -42°C. La disolucion se recocié durante 5 horas a -20°C.

La FIG. 6 es un termograma de DSC para una disolucién de tris 10 mm, arginina 95 mm, 2% de sacarosa y 2% de
manitol, que muestra la etapa de recoccion a -20°C durante 5 horas sin evidencia de una exotermia de
cristalizacion.

La FIG. 7 es un termograma de DSC para una disolucion de fosfato de sodio 10 mm, que muestra una exotermia
de cristalizacion para fosfato de sodio a aproximadamente -10°C.

La FIG. 8 es un termograma de flujo de calor no reversible de DSC para fosfato de sodio 10 mm con 2% de
sacarosa y 2% manitol, que muestra una exotermia de cristalizacién con un inicio a aproximadamente -33°C.

La FIG. 9 es un termograma de flujo de calor de DSC para fosfato de sodio 10 mm, arginina 95 mm, 2% de sacarosa
y 2% de manitol, que no presenta sucesos térmicos aparte de la endotermia de fusién del hielo.

La FIG. 10 es un termograma de flujo de calor de DSC para tris 10 mm, citrato 10 mm, 2% de sacarosa y 5%
manitol, que muestra una exotermia de cristalizaciéon con un inicio de aproximadamente 24 minutos a -25°C.

La FIG. 11 es un termograma de flujo de calor de DSC para tris 10 mm, citrato 20 mm, 2% de sacarosa y 5% de
manitol, que muestra una exotermia de cristalizacién con un inicio de aproximadamente 30 minutos a -25°C.

La FIG. 12 es un dato de concentracion UV para formulaciones de disolucion de tris y fosfato almacenadas a 5°C
durante hasta 2 semanas en comparacion con las formulaciones liofilizadas a TO.

La FIG. 13 es un dato de concentracion UV para formulaciones de disolucién de tris y fosfato almacenadas a 25°C
durante hasta 2 semanas en comparacion con las formulaciones liofilizadas a TO.

La FIG. 14 es un dato de concentracién UV para formulaciones liofilizadas de tris y fosfato almacenadas a 25°C
en comparacién con las formulaciones en disolucion a TO.

La FIG. 15 es un termograma de DSC para la formulacién de tris 10 mm, arginina 9,5 mm, 2% de sacarosa, 2% de
manitol, y 0,01% de PS80, que muestra el inicio de la cristalizacion del manitol a los 70 minutos (tiempo de inicio
de la recoccion) a -22°C.

La FIG. 16 es un termograma de DSC para la formulacién de tris 10 mm, arginina 47,5 mm, 2% de sacarosa, 4%
de manitol, y 0,01% de PS80, que muestra el inicio de la cristalizacion del manitol a los 30 minutos a -25°C.

La FIG. 17 es una exotermia de cristalizacion de DSC para manitol cuando la disolucién de tris 10 mm, arginina
47,5 mm, 2% de sacarosa, 5% de manitol y 0,01% de PS80 se enfria a 1°C/min hasta -40°C.

La FIG. 18 muestra la exotermia de cristalizacién de DSC para manitol cuando la disolucion de tris 10 mm, arginina
47,5 mm, 2% de sacarosa, 5% de manitol y 0,01% de PS80 se recuece a -25°C. El inicio de la cristalizacion es
aproximadamente 23 minutos.

DESCRIPCION DETALLADA

|. Definiciones

Como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, la forma singular “un”, “una” y “el/la” incluyen
referencias en plural, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, la expresion “un vehiculo
farmacéuticamente aceptable” incluye una pluralidad de vehiculos farmacéuticamente aceptables, incluyendo mezclas
de los mismos.
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Como se usa aqui, la expresion “que comprende” pretende significar que las composiciones y métodos incluyen los
elementos citados, pero no excluyen otros. “Que consiste esencialmente en”, cuando se usa para definir
composiciones y métodos, significara excluir otros elementos de cualquier significado esencial para la combinacién
para el uso previsto. De este modo, una composiciéon que consiste esencialmente en los elementos como se define
aqui no excluiria contaminantes en trazas del método de aislamiento y purificacién y vehiculos farmacéuticamente
aceptables, tales como disolucién salina amortiguada con fosfato, conservantes, y similares. “Que consiste en”
significard excluir mas que oligoelementos de otros ingredientes y etapas sustanciales del método para administrar
las composiciones de esta descripcidn. Las realizaciones definidas por cada uno de estos términos de transicion estan
dentro del alcance de esta descripcion.

El término “proteina” y “polipéptido” se usan indistintamente y en su sentido mas amplio para referirse a un compuesto
de dos o mas subunidades de aminodacidos, analogos de aminoacidos, o peptidomiméticos. Las subunidades pueden
estar unidas por enlaces peptidicos. En otra realizacién, la subunidad puede estar unida por otros enlaces, por ejemplo
éster, éter, etc. Una proteina o péptido debe contener al menos dos aminoacidos, y no se limita el nimero maximo de
aminoacidos que puede comprender una secuencia proteica o peptidica. Como se usa aqui, el término “aminoacido”
se refiere a aminoacidos naturales y/o no naturales o sintéticos, que incluyen glicina y los isémeros opticos D y L,
anéalogos de aminoéacidos, y peptidomiméticos. Las abreviaturas de una letra y tres letras de los amino&cidos naturales
se enumeran a continuacion.

“Factor Xa” o “fXa” o “proteina de fXa” es una serina proteasa en la ruta de coagulacién de la sangre, que se produce
a partir del factor X inactivo (fX, SEC ID NO. 1, Tabla 1). La secuencia nucleotidica que codifica el factor humano X
(“fX”) se puede encontrar en GenBank con el nimero de acceso “NM_000504". Tras la escisién catalitica de los
primeros 52 restos de la cadena pesada, fX se activa a fXa. fXa contiene una cadena ligera y una cadena pesada. Los
primeros 45 restos de aminoéacidos (restos 1-45 de SEQ ID NO. 1) de la cadena ligera se denominan dominio Gla,
debido a que contienen 11 restos de acido y-carboxiglutamico (Gla) modificados post-traduccionalmente. También
contiene una secuencia de apilamiento aromatica corta (6 restos de aminoacidos) (restos 40-45 de SEQ ID NO. 1). La
digestion con quimotripsina elimina selectivamente los 1-44 restos que da como resultado fXa sin el dominio Gla. El
dominio catalitico de serina proteasa de fXa se localiza en la cadena pesada C-terminal. La cadena pesada de fXa es
altamente homologa a otras serina proteasas tales como trombina, tripsina, y proteina C activada.

“fXa nativo” o “fXa de tipo salvaje” se refiere al fXa presente de forma natural en plasma o aislado en su forma original,
no modificada, que procesa la actividad biolégica de protrombina activante, promoviendo por lo tanto la formacion de
coagulos sanguineos. La expresion incluye polipéptidos naturales aislados de muestras de tejido, asi como fXa
producido de forma recombinante. “fXa activo” se refiere a fXa que tiene la actividad procoagulante de protrombina
activante. “fXa activo” puede ser un fXa nativo o un fXa modificado que retiene la actividad procoagulante.

Como se usa aqui, “derivados de fXa” se refieren a proteinas de fXa modificadas que no compiten con fXa en el
ensamblaje en el complejo de protrombinasa y tienen actividades procoagulantes o cataliticas reducidas o nulas, y
aun asi se unen y/o neutralizan sustancialmente los anticoagulantes, tales como los inhibidores de fXa. La “actividad
procoagulante” de una proteina de fXa o derivado de fXa, en algunos aspectos, se refiere a la actividad enzimatica
que porta el polipéptido de fXa activo de tipo salvaje. En la patente US n? 8.153.590, y en las publicaciones PCT
W02009/042962 y WO2010/056765 se proporcionan ejemplos de derivados de fXa, y ademas se proporcionan aqui,
tal como SEQ ID NO: 2y 3, y sus equivalentes bioldgicos.

La “actividad enzimatica” de un polipéptido fXa o derivados del mismo se refiere a la capacidad del polipéptido para
catalizar una reaccién bioguimica con un sustrato a través de la interaccién directa con el sustrato.

La SEQ ID NO: 2 contiene 3 mutaciones con respecto a la fXa de tipo salvaje. La primera mutacion es la eliminacién
de 6-39 aa en el dominio Gla de fX. La segunda mutacién es el reemplazo de la secuencia del péptido de activacion
de aa 143-194 por -RKR-. Esto produce un conector -RKRRKR- (SEQ ID NO: 6) que conecta la cadena ligera (SEQ
ID NO: 4) y la cadena pesada (SEQ ID NO: 5). Tras la secrecidn, este conector se escinde dando como resultado un
polipéptido bicatenario, SEQ ID NO: 3 (antidoto r). La tercera mutacién es la mutacién del resto del sitio activo S379 a
un resto Ala. Esta sustitucion de aminoacidos corresponde al aminoacido 296 y 290 de SEQ ID NOS: 1y 3,
respectivamente.

La expresion “antidoto r” se refiere a un producto procesado de polipéptido bicatenario de SEQ ID NO: 2, después de
la escision del conector. Esto esta representado por la SEQ ID NO: 3. El antidoto r se describe en, por ejemplo, el
documento US 8.153.590. El antidoto r incluye una cadena ligera (SEQ ID NO. 4) y una cadena pesada (SEQ ID NO.
5) conectadas con un unico enlace de disulfuro entre la Cisteina 98 (Cys98) de la cadena ligera y la Cisteina 108
(Cys108) de la cadena pesada. Al igual que el fXa de tipo salvaje, en ciertos lotes de produccion, el antidoto r sufre
modificaciones post-traduccionales que dan como resultado la glicosilacion en ciertos restos de aminoacidos, por
ejemplo Ser56, Ser72, Ser76 y Thr82 de la cadena ligera, y Thr249 de la cadena pesada, y un resto modificado, (3R)-
3-hidroxiAsp en Asp29 de la cadena ligera. Adicionalmente, ademas del enlace de disulfuro entre cadenas, puede
haber enlaces de disulfuro intracatenarios formados entre las cisteinas 16 y 27, 21y 36,38 y 47,55y 66, 62y 75, y
77 y 90 de la cadena ligera, y entre las cisteinas 7y 12,27 y 43, 156 y 170, y 181 y 209 de la cadena pesada.



Tabla 1. Secuencia polipeptidica de factor X humano inactivo (SEQ ID NO: 1)
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61
121
181
241
301
361
421

ANSFLEEMKK
CKDGLGEYTC
GKACIPTGPY
NQTQPERGDN
AKRFKVRVGD
ACLPERDWAE
NMFCAGYDTK
WIDRSMKTRG

GHLERECMEE
TCLEGFEGKN
PCGKQTLERR
NLTRIVGGQE
RNTEQEEGGE
STLMTQKTGI
QEDACQGDSG
LPKAKSHAPE

TCSYEEAREV
CELFTRKLCS
KRSVAQATSS
CKDGECPWQA
AVHEVEVVIK
VSGFGRTHEK
GPHVTRFKDT
VITSSPLK

FEDSDKTNEF
LDNGDCDQFC
SGEAPDSITW
LLINEENEGF
HNRETKETYD
GRQSTRLKML
YEVTGIVSWG

WNKYKDGDQC
HEEQNSVVCS
KPYDAADLDP
CGGTILSEFY
FDIAVLRLKT
EVPYVDRNSC
EGCARKGKYG

ETSPCONQGK
CARGYTLADN
TENPFDLLDF
ILTAAHCLYQ
PITEFRMNVAP
KLSSSFIITQ
IYTKVTAFLK
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La presente descripcion también proporciona una variedad de equivalentes bioldgicos de antidoto r (o sus precursores,
representados por SEQ ID NO: 2), o alternativamente polipéptidos que tienen cierta identidad de secuencia con SEQ
ID NO: 3. Tales equivalentes biolégicos pueden retener las caracteristicas estructurales de SEQ ID NO: 3, es decir,
un sitio activo modificado y un dominio Gla eliminado o modificado. Dichos equivalentes biolégicos pueden retener las
caracteristicas funcionales de SEQ ID NO: 3, es decir, no competir con fXa en el ensamblaje en el complejo de
protrombinasa y tener actividades (por ejemplo, enzimaticas o cataliticas) procoagulantes reducidas o nulas.

La expresion “sitio activo” se refiere a la parte de una enzima o anticuerpo en la que ocurre una reaccién quimica. Un
“sitio activo modificado” es un sitio activo que se ha modificado estructuralmente para proporcionar al sitio activo mayor
0 menor reactividad quimica o especificidad. Los ejemplos de sitios activos incluyen, pero no se limitan a, el dominio
catalitico del factor X humano que comprende los restos de aminoacidos 235-488, y el dominio catalitico del factor Xa
humano que comprende los restos de aminoacidos 195-448. Los ejemplos de sitio activo modificado incluyen, pero no
se limitan a, el dominio catalitico del factor Xa humano que comprende los restos de aminoacidos 195-448 en SEQ ID
NO: 1 con al menos una sustitucion de aminodcidos en la posicion Arg306, Glu310, Arg347, Lys351, Lys414 o Arg424.

Se pretende que una “composicion” signifique una combinaciéon de agente activo y otro compuesto o composicién,
inerte (por ejemplo, un agente o marcador detectable) o activo, tal como un adyuvante.

Se pretende que una “composicién farmacéutica” incluya la combinacion de un agente activo con un vehiculo, inerte
o0 activo, haciendo que la composicién sea adecuada para uso diagnéstico o terapéutico in vitro, in vivo o ex vivo.

La expresién “formulacion liofilizada” se refiere a una formulacién o composicion farmacéutica que comprende un
polipéptido de interés que se liofiliza.

Como se usa aqui, la expresion “agente de carga” se refiere a un ingrediente que proporciona volumen a la formulacién
liofilizada. Los ejemplos de agentes de carga incluyen, sin limitacion, manitol, trehalosa, lactosa, sacarosa,
polivinilpirrolidona, sacarosa, glucosa, glicina, ciclodextrinas, dextrano, PEGs sélidos, y derivados y mezclas de los
mismos. En una realizacién, una formulacién de la presente descripcién incluye opcionalmente un agente de carga.

Como se usa aqui, una “torta farmacéuticamente aceptable” se refiere a un producto farmacolégico sélido no
colapsado que queda después de la liofilizacion que tiene ciertas caracteristicas deseables, por ejemplo
farmacéuticamente aceptable, estabilidad a largo plazo, tiempo de reconstitucién corto, aspecto elegante, y
mantenimiento de las caracteristicas de la disolucién original tras la reconstitucion. La torta farmacéuticamente
aceptable puede ser material sélido, en polvo o granular. La torta farmacéuticamente aceptable también puede
contener hasta cinco por ciento de agua en peso de la torta.

Como se usa aqui, el término “liofilizacion” o secado por congelacién se refiere a un procedimiento en el que el agua
se elimina de un producto después de congelarlo y colocarlo a vacio, permitiendo que el hielo cambie directamente
de so6lido a vapor sin pasar por una fase liquida. El procedimiento consta de tres procedimientos separados, unicos e
interdependientes; congelacion, secado primario (sublimacion), y secado secundario (desorcién). Los métodos para
liofilizar polipéptidos usados en esta descripcion se describen aqui y son bien conocidos en la técnica.

El término “amortiguador”, como se usa aqui, denota un excipiente farmacéuticamente aceptable, que estabiliza el pH
de una preparacion farmacéutica. Los amortiguadores adecuados son bien conocidos en la técnica, y se pueden
encontrar en la bibliografia. Los amortiguadores farmacéuticamente aceptables comprenden, pero no se limitan a,
amortiguadores tris, amortiguadores de arginina, amortiguadores de histidina, amortiguadores de citrato,
amortiguadores de succinato, y amortiguadores de fosfato. Independientemente del amortiguador usado, el pH puede
ajustarse con un &cido o una base conocida en la técnica, por ejemplo acido succinico, acido clorhidrico, &cido acético,
acido fosférico, acido sulfurico, y acido citrico, succinato, citrato, base de tris, histidina, histidina HCI, hidréxido de
sodio, e hidréxido de potasio. Los amortiguadores adecuados incluyen, sin limitacién, amortiguador de histidina, acido
2-morfolinoetanosulfonico (MES), cacodilato, fosfato, acetato, succinato, y citrato. La concentracién del amortiguador
puede estar entre alrededor de 4 mM y alrededor de 60 mM, o alternativamente alrededor de 4 mM a alrededor de 40
mM, o alternativamente alrededor de 5 mM a alrededor de 25 mM.

Los “crioprotectores” son conocidos en la técnica, e incluyen, sin limitacion, por ejemplo, sacarosa, trehalosa y glicerol.
Generalmente se usa un crioprotector que exhibe baja toxicidad en sistemas biolégicos.

La expresion “agente de tonicidad”, como se usa aqui, denota agentes farmacéuticamente aceptables usados para
modular la tonicidad de la formulacion. La isotonicidad generalmente se refiere a la presion osmotica con respecto a
una disolucion, generalmente con respecto a la del suero sanguineo humano. Una formulacion puede ser hipotonica,
isotonica o hipertonica. En un aspecto, la formulacion es isoténica. Una formulacion isoténica es liquida o liquida
reconstituida a partir de una forma soélida, por ejemplo de una forma liofilizada, y denota una disolucion que tiene la
misma tonicidad que alguna otra disolucién con la que se compara, tal como la disolucion salina fisiolégica y el suero
sanguineo. Los agentes de isotonicidad adecuados incluyen, pero sin limitacién, cloruro de sodio, cloruro de potasio,
glicerina, y cualquier componente del grupo de amino&cidos, azucares, como se define aqui, asi como combinaciones
de los mismos.
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Como se usa aqui, el término “tensioactivo” se refiere a una sustancia organica farmacéuticamente aceptable que
tiene estructuras anfipaticas; a saber, se compone de grupos de tendencias de solubilidad opuestas, tipicamente una
cadena de hidrocarburos solubles en aceite y un grupo iénico soluble en agua. Los tensioactivos se pueden clasificar,
dependiendo de la carga del resto tensioactivo, en tensioactivos anidnicos, catiénicos y no ionicos. Los tensioactivos
se usan a menudo como agentes humectantes, emulsionantes, solubilizantes, y dispersantes para diversas
composiciones farmacéuticas y preparaciones de materiales biol6gicos. En algunas realizaciones de las formulaciones
farmacéuticas descritas aqui, la cantidad de tensioactivo se describe como un porcentaje expresado en porcentaje en
peso/volumen (% p/v). Los tensioactivos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a, el
grupo de ésteres de &cidos grasos de polioxietilensorbitan (Tween), polioxietilen alquil éteres (Brij), éteres de
alquilfenilpolioxietileno (Triton-X), copolimero de polioxietileno-polioxipropileno (Poloxamer, Pluronic), o dodecilsulfato
de sodio (SDS). Los ésteres de acidos grasos de polioxietilenosorbitan incluyen polisorbato 20 (vendido bajo la marca
comercial Tween 20™) y polisorbato 80 (vendido bajo la marca comercial Tween 80™). Los copolimeros de polietileno-
polipropileno incluyen los vendidos bajo los nombres Pluronic® F68 o Poloxamer 188™. Los polioxietilen alquil éteres
incluyen los vendidos bajo la marca registrada Brij™. Los éteres de alquilfenolpolioxietileno incluyen los vendidos bajo
el nombre comercial Triton-X.

Un “lioprotector” se refiere a una sustancia farmacéuticamente aceptable que estabiliza una proteina durante la
liofilizacion (el procedimiento de congelacion y secado rapidos a alto vacio). Los ejemplos de lioprotectores incluyen,
sin limitacion, sacarosa, trehalosa, o manitol.

Un “antioxidante” se refiere a una molécula capaz de ralentizar o prevenir la oxidacion de otras moléculas. La oxidacion
es una reaccioén quimica que transfiere electrones de una sustancia a un agente oxidante. Las reacciones de oxidacién
pueden producir radicales libres, que inician reacciones en cadena que desestabilizan las sustancias terapéuticas
proteinicas y, finalmente, afectan a la actividad del producto. Los antioxidantes terminan estas reacciones en cadena
al eliminar los intermedios de los radicales libres, e inhiben otras reacciones de oxidacion al oxidarse ellos mismos.
Como resultado, los antioxidantes a menudo son agentes reductores, agentes quelantes, y eliminadores de oxigeno
tales como citrato, EDTA, DPTA, tioles, acido ascérbico, o polifenoles. Ejemplos no limitativos de antioxidantes
incluyen &cido ascérbico (AA, E300), tiosulfato, metionina, tocoferoles (E306), galato de propilo (PG, E310), terc-
butilhidroquinona (TBHQ), hidroxianisol butilado (BHA, E320), e hidroxitolueno butilado (BHT, E321).

Un “conservante” es una sustancia quimica natural o sintética que se afade a productos tales como alimentos,
productos farmacéuticos, pinturas, muestras biolégicas, madera, etc., para evitar la descomposicion por crecimiento
microbiano o por cambios quimicos indeseables. Los aditivos conservantes se pueden usar solos 0 en combinacién
con otros métodos de conservacion. Los conservantes pueden ser conservantes antimicrobianos, que inhiben el
crecimiento de bacterias y hongos, o antioxidantes tales como los absorbentes de oxigeno, que inhiben la oxidacién
de los componentes. Los conservantes antimicrobianos comunes incluyen cloruro de benzalconio, acido benzoico,
clorohexidina, glicerina, fenol, sorbato de potasio, timerosal, sulfitos (diéxido de azufre, bisulfito de sodio,
hidrogenosulfito de potasio, etc.), y EDTA disddico. Otros conservantes incluyen aquellos cominmente usados en
proteinas patentadas tales como alcohol bencilico, fenol, m-cresol, clorobutanol, o metilparabeno.

El término “tensioactivo”, como se usa aqui, significa compuestos que disminuyen la tension superficial (o tension
interfacial) entre dos liquidos o entre un liquido y un sélido. Los tensioactivos pueden actuar como detergentes, agentes
humectantes, emulsionantes, agentes espumantes, y dispersantes.

Los ejemplos de tensioactivos incluyen polisorbato 80, acido graso y alquilsulfonatos; cloruro de bencetanio, por
ejemplo, HY AMINE 1622 de Lonza, Inc. (Fairlawn, N.J.); ésteres de &cidos grasos de polioxietilensorbitan, por ejemplo
la serie TWEEN de Unigema (Wilmington, Del); y tensioactivos naturales, tales como &cido taurocélico de sodio, 1-
palmitoil-2-Sn-glicero-3-fosfocolina, lecitina, y otros fosfolipidos. Tales tensioactivos, por ejemplo, minimizan la
agregacioén de particulas liofilizadas durante la reconstitucién del producto. Estos tensioactivos pueden comprender
de alrededor de 0,001% a alrededor de 5% p/v.

Il Formulaciones

Segun se proporciona, el fXa de tipo salvaje es un polipéptido bicatenario. También lo son muchas formas de antidotos
de fXa, incluyendo el antidoto r (SEQ ID NO: 3), que incluye una cadena ligera (SEQ ID NO. 4) y una cadena pesada
(SEQ ID NO. 5) conectadas con un solo enlace de disulfuro entre la cisteina 98 (Cys98) de la cadena ligera y la cisteina
108 (Cys108) de la cadena pesada. También como el fXa de tipo salvaje, el antidoto r expresado en las células sufre
modificaciones post-traduccionales que dan como resultado la glicosilacion en ciertos restos de aminoacidos, por
ejemplo Ser56, Ser72, Ser76 y Thr82 de la cadena ligera, y Thr249 de la cadena pesada, y un resto modificado, (3R)-
3-hidroxiAsp en Asp29 de la cadena ligera. Adicionalmente, ademas del enlace de disulfuro entre cadenas, puede
haber uno o mas enlaces de disulfuro intracatenarios formados entre las cisteinas 16 y 27, 21 y 36, 38 y 47, 55 y 66,
62y 75,y 77 y 90 de la cadena ligera, y entre las cisteinas 7 y 12, 27 y 43, 156 y 170, y 181 y 209 de la cadena
pesada.
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Dada la estructura bicatenaria y las diversas modificaciones post-traduccionales de los antidotos de fXa, se muestra
aqui que el desarrollo de una formulacion liofilizada estable que proporciona una disolucién estable y soluble con una
osmolalidad aceptable presenta un gran desafio.

Usando el antidoto r como ejemplo, los datos experimentales mostraron que se requiere una alta concentracién de un
agente solubilizante para mantener una solubilidad razonable para el antidoto r. En particular, los estudios de
solubilidad en el Ejemplo 4 muestran que tanto el citrato como la arginina aumentan significativamente la solubilidad
del antidoto r. Ademas, los ejemplos mostraron que el antidoto r podia permanecer soluble en la disolucién cuando la
concentracién de arginina era 95 mM, o al menos 10 mM.

Ademas, durante el procedimiento de liofilizacion, se determind que la temperatura de la proteina necesitaba
mantenerse por debajo de la temperatura de colapso determinada (alrededor de -40°C) para obtener muestras
liofilizadas aceptables (Ejemplo 6). Sin embargo, mantener una temperatura tan baja del producto no es factible en la
practica. Por lo tanto, los datos demuestran que se requiere un componente de cristalizacion (por ejemplo, manitol)
para que sirva como un andamio que pueda mantener el material proteico amorfo en su lugar durante y después de
la liofilizacién.

Sin embargo, se descubri6é adicionalmente que la presencia de una alta concentracion de arginina (por ejemplo, 95
mM) evité la cristalizacion del manitol (Ejemplo 7). Mientras tanto, la presencia de manitol aumenta la concentracion
total de azucar en la formulacion, lo que conduce a una osmolalidad inaceptable de la disolucién (Ejemplo 7).

El desarrollo de una formulacién liofilizada adecuada para el antidoto r, por lo tanto, tenia requisitos contradictorios
para la concentracion de arginina como agente solubilizante, manitol como agente cristalizante, y sacarosa como
agente estabilizante. Era, en el mejor de los casos, impredecible si tales requisitos podrian equilibrarse para generar
una formulacién liofilizada aceptable.

Sin embargo, de manera sorprendente e inesperada, los presentes inventores pudieron llegar a una disolucion que
equilibra la solubilidad de la proteina, la estabilidad, la estructura de la torta, y la osmolalidad. Mas especificamente,
para generar una formulacion liofilizada adecuada, una disolucion de antidoto de ejemplo incluye alrededor de 45 mM
de arginina (10-55 mM), alrededor de 2% de sacarosa (1-3%), y alrededor de 5% de manitol (2-8%). Ademas, la
disolucién incluye alrededor de 10 mM de tris y 0,01%-0,02% de PS80 junto con una cantidad deseada de antidoto r
(por ejemplo, 10 mg/ml, 15 mg/ml, 20 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml o 50 mg/ml), y tiene un pH de alrededor de 7,8.

Ademas, a pesar de ser conocido como un buen agente solubilizante para proteinas terapéuticas, se ha demostrado
que el citrato tiene actividades anticoagulantes. Véase, por ejemplo, Wright et al., Nephrology (Carlton). Mayo de 2011;
16(4):396-402. Por lo tanto, dado que el antidoto r esta destinado a ser un antidoto para los agentes anticoagulantes
(inhibidores de fXa), el citrato se consideré no adecuado para uso con el antidoto r. Inesperadamente, se descubre
aqui que el citrato en realidad no interfiere con la actividad del antidoto r in vivo. Se encuentra que una concentracién
adecuada de citrato es de alrededor de 10 mM a alrededor de 25 mM, ademas de alrededor de 2% de sacarosa (1-
3%), y alrededor de 5% de manitol (2-8%) en una disolucidén adecuada para liofilizacion.

En consecuencia, cuando la disolucién se liofiliza, formara una composicion seca que incluye una relacioén en peso de
L-arginina HCl:sacarosa:manitol en el intervalo de (0,5-1,4):(1-3):(2-8). Si se usa entre 5 mg/ml y 50 mg/ml de antidoto
r en la disolucién, por ejemplo, entonces la relacion en peso de L-arginina HCl:sacarosa:manitol:antidoto r esta en el
intervalo de (0,5-1,4):(1-3):(2-8):(0,5-5).

Por el contrario, cuando dicha formulacion liofilizada se disuelve en agua, disolucién salina u otro disolvente similar,
puede proporcionar una disolucion que tiene alrededor de 10-55 mM de arginina, alrededor de 1-3% de sacarosa, y
alrededor de 2-8% de manitol.

Del mismo modo, cuando una disolucién que usa citrato como agente solubilizante se liofiliza, formara una
composicidn seca que incluye una relacion en peso de citrato:sacarosa:manitol en el intervalo de (0,15-0,66):(1-3):(2-
8). Si se usa entre 5 mg/ml y 50 mg/ml de antidoto r en la disolucién, por ejemplo, entonces la relacién en peso de L-
arginina HCl:sacarosa:manitol:antidoto r esta en el intervalo de (0,15-0,66):(1-3):(2-8):(0,5-5). Por el contrario, cuando
dicha formulacion liofilizada se disuelve en agua, disolucién salina u otro disolvente similar, puede proporcionar una
disolucién que tiene alrededor de 8-35 mM de citrato, alrededor de 1-3% de sacarosa, y alrededor de 2-8% de manitol.

El alcance de la invencion esta definido por las reivindicaciones adjuntas. También describimos que los resultados
observados con el antidoto r pueden extrapolarse facilmente a otros antidotos de fXa que tienen estructuras similares,
incluyendo los equivalentes bioldgicos del antidoto r (o sus precursores, representados por la SEQ ID NO: 2). Dichos
equivalentes bioldgicos pueden tener al menos 80%, 85%, 90%, 0 95% de identidad de secuencia con la SEC ID NO:
3. Dichos equivalentes bioldgicos pueden incluir dos cadenas peptidicas, cada una con al menos 80%, 85%, 90%, o
95% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 5, respectivamente. Dichos equivalentes
biolégicos pueden retener las caracteristicas estructurales de la SEQ ID NO: 3, es decir, un sitio activo modificado y
un dominio Gla eliminado o modificado. Dichos equivalentes biol6gicos pueden retener las caracteristicas funcionales
de SEQ ID NO: 3, es decir, no competir con fXa en el ensamblaje en el complejo de protrombinasa y tener actividades
(por ejemplo, enziméaticas o cataliticas) procoagulantes reducidas o nulas.
11
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A. Disolucion de polipéptido adecuada para liofilizacion

La presente descripcion proporciona una formulacién acuosa adecuada para liofilizacién, cuya formulacion incluye un
antidoto de fXa como se describe aqui o sus equivalentes bioldgicos, junto con un agente solubilizante, un agente
estabilizador (o estabilizador) y un agente cristalino. La formulaciéon puede incluir ademas un tensioactivo y/o un
amortiguador. La presencia de cada uno de estos agentes puede evitar que el antidoto de fXa se colapse durante la
liofilizacion, por ejemplo, cuando la temperatura de liofilizacion es mayor que -40°C, -30°C, -20°C, -10°C, 0°C, 5°C,
10°C o 15°C, tan alta como 20°C o 25°C.

La descripcion proporciona una formulacion acuosa que puede usarse para liofilizacion. La formulacién acuosa incluye
un polipéptido derivado de fXa, por ejemplo un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO. 3 o una secuencia de aminogcidos que tiene al menos 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 3.
Ademas del polipéptido, la formulacion incluye ademas un agente solubilizante, un estabilizador y un componente
cristalino. Dicha formulacién no colapsa durante la liofilizacion en las condiciones deseadas. La condicién deseada
puede ser la liofilizacion a una temperatura mayor que -40°C, o alternativamente mayor que -40°C, -30°C, -20°C, -
10°C, 0°C, 5°C, 10°C o 15°C. La condicion deseada puede ser la liofilizacion a una temperatura inferior a 25°C, o
alternativamente inferior a 20°C, 15°C, 102C o 5°C.

El polipéptido derivado de fXa tiene modificaciones en el dominio Gla y el sitio activo en comparacion con la proteina
de fXa de tipo salvaje. El polipéptido derivado de fXa retiene la capacidad de fXa para unirse a un inhibidor de fXa,
pero no se ensambla en un complejo de protrombinasa. El polipéptido derivado de fXa es un polipéptido bicatenario
que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 3, que incluye una cadena ligera (SEQ ID NO. 4) y una
cadena pesada (SEQ ID NO. 5) conectadas con un Unico enlace de disulfuro entre la Cisteina 98 (Cys98) de la cadena
ligeray la Cisteina 108 (Cys108) de la cadena pesada. En un aspecto, la formulacién acuosa incluye al menos 5 mg/ml
del polipéptido. En un aspecto, la formulacién acuosa incluye al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o0 50 mg/ml del
polipéptido.

Se incluye un componente cristalino en la formulacién a una concentracion adecuada para formar una matriz cristalina
durante el procedimiento de liofilizacién. La formulacion de la matriz cristalina es Gtil para prevenir el colapso, como
se demuestra en los ejemplos.

Un “componente cristalino” se refiere a una molécula que forma una matriz cristalina en una formulacién que incluye
un polipéptido, durante un procedimiento de liofilizacién. Ejemplos no limitantes de componentes cristalinos incluyen
manitol y glicina.

El componente cristalino es manitol (por ejemplo, manitol cristalino). En un aspecto, la concentracién del componente
cristalino en la formulacién acuosa es al menos 1% (p/v). La concentracién del componente cristalino en la formulacién
acuosa es al menos 2%, 2,5%, 3%, 3,5% 0 4% (p/v). La concentracion del componente cristalino en la formulacion
acuosa no es mayor que el 8%, o alternativamente no es mayor que el 7%, 6,5%, 6%, 5,5%, 5%, 4,5% 0 4% (p/v). La
concentracién del componente cristalino en la formulacién acuosa es de alrededor de 2% a alrededor de 8%, o de
alrededor de 2% a alrededor de 6%, o de alrededor de 3% a alrededor de 5,5%, o de alrededor de 4,5% a alrededor
de 5,5%, o de alrededor de 4,6% a alrededor de 5,4%, o de alrededor de 4,7% a alrededor de 5,3%, o de alrededor
de 4,8% a alrededor de 5,2%, o de alrededor de 4,9% a alrededor de 5,1%, o de alrededor de 4%, 4,5%, 0 5% (p/v).

Se incluye un agente solubilizante en la formulacién acuosa. La expresion “agente solubilizante” se refiere a sales,
iones, hidratos de carbono, agente complejante, polimeros, y otros compuestos que, cuando estan presentes en
disolucién, aumentan la solubilidad de otra molécula (por ejemplo, un ingrediente activo) en la disolucion. Ejemplos no
limitantes de agentes solubilizantes incluyen arginina y citrato. El agente solubilizante es la arginina.

La presencia del agente solubilizante se demuestra aqui como Util para mantener el polipéptido de fXa soluble y estable
en la formulacion. La concentracion del agente solubilizante (por ejemplo, arginina) es al menos 10 mM, o
alternativamente al menos 20 mM, 25 mM, 30 mM, 36 mM, o 40 mM. La concentracién del agente solubilizante (por
ejemplo, arginina) no es mayor que 55 mM o 50 mM. La concentracién del agente solubilizante es de alrededor de 10
mM o 20 mM a alrededor de 55 mM, de alrededor de 35 mM a alrededor de 55 mM, de alrededor de 40 mM a alrededor
de 50 mM, de alrededor de 41 mM a alrededor de 49 mM, de alrededor de 42 mM a alrededor de 48 mM, desde
alrededor de 43 mM a alrededor de 47 mM, desde alrededor de 44 mM a alrededor de 46 mM, o alrededor de 40 mM,
45 mM o 50 mM. Se observa que, como se usa aqui, el término arginina se refiere al aminoacido asi como a las sales
(por ejemplo, arginina HCI) del mismo. La arginina tiene un peso molecular de alrededor de 174,2 Dalton, y la arginina
HCI (por ejemplo, L-arginina HCI) tiene un peso molecular de alrededor de 210,7 Dalton.

En una descripcion, el agente solubilizante es citrato o una sal del mismo. La sal de citrato es citrato de sodio. El citrato
puede comprender una concentracion de alrededor de 1,0 mM a alrededor de 200,0 mM. La concentracion del citrato
puede ser alrededor de 25 mM. La concentracion del citrato puede ser alrededor de 50 mM. La concentracion del
citrato puede ser alrededor de 5 mM, 10 mM o 20 mM. El citrato puede comprender una concentracién de alrededor
de 0,05 M a alrededor de 0,2 M.
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Se incluye un estabilizador en la formulacion acuosa. El término “estabilizador” denota un excipiente
farmacéuticamente aceptable, que protege el ingrediente activo (por ejemplo, los polipéptidos derivados de fXa) y/o la
formulacion de la degradacion quimica y/o fisica durante la fabricacién, almacenamiento y aplicacién. Los ejemplos
de estabilizadores pueden incluir sacarosa, arginina, citrato, manitol, trehalosa, glicina, cloruro de sodio, dextrano, y
glucosa. El estabilizador es sacarosa.

En una descripcidn, la concentracion del estabilizador en la formulacién acuosa (por ejemplo, sacarosa) es al menos
alrededor de 0,5% (p/v). La concentracién del estabilizador en la formulacion acuosa (por ejemplo, sacarosa) es al
menos alrededor de 1%, 1,1%, 1,2%, 1,3%, 1,4%, 1,5%, 1,6%, 1,7%, 1,8%, 1,9%, 0 2% (p/v). La concentracion del
estabilizador en la formulacién acuosa (por ejemplo, sacarosa) no es mayor que alrededor de 3%, 2,5% 0 2% (p/v).
La concentracion del estabilizador en la formulacion acuosa (por ejemplo, sacarosa) es de alrededor de 1% a alrededor
de 3%, o de alrededor de 1,5% a alrededor de 2,5%, o de alrededor de 1,6% a alrededor de 2,4%, o de alrededor de
1,7% a alrededor de 2,3%, o de alrededor de 1,7% a alrededor de 2,2%, o de alrededor de 1,9% a alrededor de 2,1%,
o0 alrededor de 1%, 1,5%, 2%, 2,5% 0 3% (p/v).

En algunos aspectos, la formulacién acuosa puede incluir ademas un tensioactivo, un amortiguador, un agente de
tonicidad, un crioprotector, un tensioactivo, un lioprotector, un conservante, o combinaciones de los mismos.

La formulacion acuosa tiene un pH que es 7,5 o mayor. El pH no es mayor que 8. En algunos aspectos, el pH esta
entre 7,5y 8,2, entre 7,6 y 8,1, entre 7,7y 7,9, o alrededor de 7,5, 7,6, 7,7, 7,8, 7,9 u 8.

En un aspecto, la formulacion acuosa incluye alrededor de 45 mM de arginina, alrededor de 2% de sacarosa (p/v),
alrededor de 5% de manitol (p/v), y alrededor de 10 mg/ml de un antidoto r bicatenario, en la que la formulacién tiene
un pH de alrededor de 7,8. En un aspecto, la formulacién acuosa incluye alrededor de 45 mM de arginina, alrededor
de 2% de sacarosa (p/v), alrededor de 5% de manitol (p/v), y alrededor de 20 mg/ml de un antidoto r bicatenario, en
la que la formulacion tiene un pH de alrededor de 7,8. En un aspecto, la formulacién acuosa incluye alrededor de 45
mM de arginina, alrededor de 2% de sacarosa (p/v), alrededor de 5% de manitol (p/v), y alrededor de 40 mg/ml de un
antidoto r bicatenario, en la que la formulacién tiene un pH de alrededor de 7,8. En un aspecto, la formulacién acuosa
incluye ademas 0,01%-0,02% (p/v) de Polisorbato 80 y un amortiguador.

B. Liofilizacion y composiciones liofilizadas

También se proporcionan, en algunas realizaciones, métodos para liofilizar las formulaciones acuosas de la presente
descripcion. En un aspecto, la descripcidén proporciona un ciclo de liofilizacion conservativo como se ejemplifica en la
Tabla 8.2, que incluye una etapa de congelacion, una etapa isotérmica, una etapa de recoccion, una etapa de secado
primario, y una etapa de secado secundario.

En otro aspecto, el ciclo de liofilizacién incluye las etapas que se describen en la Tabla 6. Se observa ademas que,
una vez que se identifica una disolucion acuosa adecuada para la liofilizacién, el método de liofilizacién de la disolucion
puede derivarse en consecuencia, con métodos conocidos en la técnica. En un aspecto, una, o mas o todas las etapas
de secado se llevan a cabo a una temperatura de -40°C o mayor. En un aspecto, las etapas de secado se llevan a
cabo a una temperatura de -35°C, -30°C, -25°C, -20°C, -10°C o 0°C o mayor, pero no mayor que 10°C, 15°C, 20°C o
25°C.

En algunos aspectos, también se proporcionan composiciones liofilizadas preparadas liofilizando la formulacién
acuosa de la presente descripcién. En base a las concentraciones de cada agente en la formulacion acuosa, se puede
determinar facilmente el contenido relativo del agente en la composicién liofilizada.

En un aspecto, la composicion liofilizada incluye al menos 5%, o alternativamente al menos 10%, 15%, 20%, 25%,
30% 0 35% (p/p) del polipéptido derivado de fXa. Después, entre los otros ingredientes principales, por ejemplo, puede
haber una relacién en peso para L-arginina HCl:sacarosa:manitol en el intervalo de (0,5-1,4):(1-3):(2-6). En algunos
aspectos, la relacion en peso de L-arginina HCl:sacarosa:manitol esta en el intervalo de (0,9-1):(1,5-2,5):(4,5-5,5), o
(0,91-0,99):(1,6-2,4):(4,6-5,4), o (0,92-0,98):(1,7-2,3):(4,7-5,3), (0,93-0,97):(1,8-2,2):(4,8-5,2), o (0,94-0,96):(1,9-
2,1):(4,9-5,1). En algunos aspectos, la composicion liofilizada incluye ademas un tensioactivo y/o la porcién sélida de
un amortiguador.

Todavia se describe una disolucion preparada disolviendo la composicién liofilizada de la presente descripcion en un
disolvente. El disolvente puede ser agua o disolucion salina. El disolvente puede ser agua. En un aspecto, la disolucién
incluye al menos 5 mg/ml, o alternativamente al menos 10 mg/ml del polipéptido diana.

En una realizacién, la presente descripcion proporciona una composicion liofilizada que comprende al menos 10%
(p/p) del antidoto r, y L-arginina HCl:sacarosa:manitol en una relaciéon en peso de alrededor de 0,95:2:5. En una
realizacién, la presente descripcion proporciona una composicion liofilizada que comprende al menos 20% (p/p) del
antidoto r, y L-arginina HCl:sacarosa:manitol en una relacion en peso de alrededor de 0,95:2:5. En una realizacién, la
presente descripcién proporciona una composicion liofilizada que comprende al menos 40% (p/p) del antidoto r, y L-
arginina HCl:sacarosa:manitol en una relacién en peso de alrededor de 0,95:2:5.
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I1l. Métodos de uso de las formulaciones

La presente descripcion también se refiere a una formulaciéon acuosa o composicion liofilizada para uso en métodos
terapéuticos de tratamiento, prevencién o reduccion de hemorragias en un sujeto sometido a terapia anticoagulante
con un inhibidor de fXa, que comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz de la formulacion liofilizada al
disolverse en un disolvente adecuado. Se contempla que los antidotos o derivados de la presente descripcion pueden
ser farmacos de corta duracién para usarse en situaciones electivas o de emergencia, que pueden neutralizar de forma
segura y especifica las propiedades anticoagulantes convencionales de un inhibidor de fXa sin causar efectos
secundarios hemodinamicos perjudiciales o exacerbacién de la respuesta vascular proliferativa a la lesion.

Como se usa aqui, los términos “tratar”, “tratamiento”, y similares, significan obtener un efecto farmacolégico y/o
fisioldgico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de prevenir total o parcialmente un trastorno o signo
o sintoma del mismo, y/o puede ser terapéutico en términos de una cura parcial o completa de un trastorno y/o efecto
adverso atribuible al trastorno.

“Tratar” también cubre cualquier tratamiento de un trastorno en un mamifero, e incluye: (a) prevenir que ocurra un
trastorno en un sujeto que pueda estar predispuesto a un trastorno, pero que aln no se haya diagnosticado que lo
tiene, por ejemplo prevenir la hemorragia en un paciente con sobredosis de anticoagulante; (b) inhibir un trastorno, es
decir, detener su desarrollo, por ejemplo inhibir la hemorragia; o (c) aliviar o mejorar el trastorno, por ejemplo reducir
la hemorragia.

Como se usa aqui, “tratar” incluye ademas una mejora sistémica de los sintomas asociados con la patologia y/o un
retraso en la aparicion de los sintomas. La evidencia clinica y subclinica de “tratamiento” variara con la patologia, el
individuo, y el tratamiento.

La “administracion” se puede efectuar en una dosis, de forma continua o intermitente durante el curso del tratamiento.
Los expertos en la técnica conocen los métodos para determinar los medios y la dosificacion de administracién mas
eficaces, y variaran con la composicién usada para la terapia, el fin de la terapia, la célula diana que se esta tratando,
y el sujeto que se esta tratando. Las administraciones Unicas o multiples se pueden llevar a cabo con el nivel de dosis
y el patrén seleccionados por el médico tratante. Las formulaciones de dosificacion adecuadas y los métodos de
administracion de los agentes son conocidos en la técnica. Un “sujeto” de diagnéstico o tratamiento es una célula o
un mamifero, incluyendo un ser humano. Los animales no humanos sujetos a diagnéstico o tratamiento incluyen, por
ejemplo, maridos, tales como ratas, ratones, canidos, tales como perros, lepéridos, tales como conejos, ganado,
animales deportivos, y mascotas.

Los agentes y composiciones de la presente descripcién pueden usarse en la fabricacion de medicamentos y para el
tratamiento de seres humanos y otros animales mediante administracion de acuerdo con procedimientos
convencionales, tales como un ingrediente activo en composiciones farmacéuticas.

Un agente de la presente descripcion puede administrarse para terapia por cualquier via adecuada, especificamente
por administracién parenteral (incluyendo subcuténea, intramuscular, intravenosa, e intradérmica). También se
apreciara que la via preferida variara con la condicion y edad del receptor, y la enfermedad que se esta tratando.

La frase “polimero farmacéuticamente aceptable” se refiere al grupo de compuestos que pueden conjugarse con uno
o mas polipéptidos descritos aqui. Se contempla que la conjugaciéon de un polimero con el polipéptido es capaz de
extender la vida media del polipéptido in vivo e in vitro. Ejemplos no limitativos incluyen polietilenglicoles,
polivinilpirrolidonas, alcoholes polivinilicos, derivados de celulosa, poliacrilatos, polimetacrilatos, azlcares, polioles, y
sus mezclas.

Los “agentes anticoagulantes” o “anticoagulantes” son agentes que inhiben la formacién de coagulos sanguineos. Los
ejemplos de agentes anticoagulantes incluyen, pero no se limitan a, inhibidores especificos de trombina, factor IXa,
factor Xa, factor Xla, factor Xlla, o factor Vlla, heparina y derivados, antagonistas de la vitamina K, y anticuerpos anti-
factor tisular. Los ejemplos de inhibidores especificos de la trombina incluyen hirudina, bivalirudina (Angiomax®),
argatroban y lepirudina (Refludan®). Los ejemplos de heparina y derivados incluyen heparina no fraccionada (UFH),
heparina de bajo peso molecular (LMWH), tal como enoxaparina (Lovenox®), dalteparina (Fragmin®), y danaparoid
(Orgaran®); y pentasacarido sintético, tal como fondaparinux (Arixtra®). Los ejemplos de antagonistas de la vitamina
K incluyen warfarina (Coumadin®), fenocumarol, acenocumarol (Sintrom®), clorindiona, dicumarol, difenadiona,
biscumacetato de etilo, fenprocumdn, fenindiona, y tioclomarol. En una realizacion, el anticoagulante es un inhibidor
del factor Xa. En una realizacion, el anticoagulante es betrixaban.

La “terapia anticoagulante” se refiere a un régimen terapéutico que se administra a un paciente para prevenir coagulos
sanguineos o trombosis no deseados. Una terapia anticoagulante comprende administrar uno 0 una combinacion de
dos 0 mas agentes anticoagulantes u otros agentes a una dosis y un calendario adecuados para tratar o prevenir los
coagulos sanguineos o trombosis no deseados en el paciente.
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La expresidn “inhibidores del factor Xa” o “inhibidores del factor Xa” se refiere a compuestos que pueden inhibir, directa
o indirectamente, la actividad del factor de coagulacion Xa de catalizar la conversion de protrombina en trombina in
vitro y/o in vivo.

Los “inhibidores directos del factor Xa” se unen al fXa directamente, y los ejemplos no limitantes incluyen NAP-5,
rNAPc2, inhibidor de la ruta del factor tisular (TFPI), DX-DX-9065a (como se describe en, por ejemplo, Herbert, J.M.,
et al, J Pharmacol Exp Ther. 1996 276(3):1030-8), YM-60828 (como se describe en, por ejemplo, Taniuchi, Y., et al,
Thromb Haemost. 1998 79(3):543-8), YM-150 (como se describe en, por ejemplo, Eriksson, B.l. et. al, Blood
2005;106(11), Abstract 1865), apixaban, rivaroxaban, TAK-442, PD-348292 (como se describe en, por ejemplo,
Pipeline Insight: Antithrombotics - Reaching the Untreated Prophylaxis Market, 2007), otamixaban, edoxaban (como
se describe en, por ejemplo, Hylek EM, Curr Opin Invest Drugs 2007 8(9):778-783), LY517717 (como se describe en,
por ejemplo, Agnelli, G., et al, J. Thromb. Haemost. 2007 5(4):746-53), GSK913893, razaxaban, betrixaban, o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos, y combinaciones de los mismos. En un aspecto particular, el inhibidor
directo del factor Xa es rivaroxaban. En algunos aspectos, un inhibidor directo de fXa es un compuesto quimico de
molécula pequena.

La inhibicion de la actividad fXa por “inhibidores indirectos del factor Xa” esta mediada por uno o mas factores. Los
ejemplos no limitantes de inhibidores indirectos del factor Xa incluyen fondaparinux, idraparinux, idraparinux
biotinilado, enoxaparina, fragmina, tinzaparina, heparina de bajo peso molecular (“LMWH”), y combinaciones de los
mismos. En un aspecto particular, el inhibidor indirecto del factor Xa es enoxaparina.

En una realizacion, el inhibidor del factor Xa se selecciona de betrixaban, rivaroxaban, LMWH, DX-9065a, YM-60828,
YM-150, PD-348292, otamixaban, edoxaban, LY517717, GSK913893, razaxaban, apixaban, y combinaciones de los
mismos.

El término “betrixaban” se refiere al compuesto “[2-({4-[(dimetilamino)iminometillfenil}carbonilamino)-5-metoxifenil]-N-
(5-cloro(2-piridil))carboxamida” o] sales farmacéuticamente aceptables del mismo. “2-({4-
[(dimetilamino)iminometil]fenil}carbonilamino)-5-metoxifenil]-N-(5-cloro(2-piridil))carboxamida” se refiere al compuesto
que tiene la siguiente estructura:

0 un tautémero o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Betrixaban se describe en las patentes U.S. n°¢6.376.515y 6.835.739 y en la Publicacién de Solicitud de Patente U.S.
n?2007/0112039, presentada el 7 de noviembre de 2006. Se sabe que betrixaban es un inhibidor especifico del factor
Xa.

“Neutralizar”, “revertir’ o “contrarrestar” la actividad de un inhibidor de fXa, o frases similares, se refieren a inhibir o
bloquear la funcién inhibidora o anticoagulante del factor Xa de un inhibidor de fXa. Dichas frases se refieren a la
inhibicién parcial o al bloqueo de la funcién, asi como a la inhibicion o bloqueo de la mayoria o la totalidad de la
actividad del inhibidor de fXa, in vitro y/o in vivo.

“Una cantidad eficaz” se refiere a la cantidad de derivado suficiente para inducir un resultado biolégico y/o terapéutico
deseado. Ese resultado puede ser el alivio de los signos, sintomas o causas de una enfermedad, o cualquier otra
alteracion deseada de un sistema biol6gico. En la presente descripcién, el resultado tipicamente implicarda uno o mas
de los siguientes: neutralizacion de un inhibidor de fXa que se ha administrado a un paciente, reversién de la actividad
anticoagulante del inhibidor de fXa, eliminacién del inhibidor de fXa del plasma, restauracion de la hemostasia, y
reduccion o cese de la hemorragia. La cantidad eficaz variara dependiendo del agente antidoto especifico usado, el
inhibidor de fXa especifico que se ha administrado al sujeto, el régimen de dosificacion del inhibidor de fXa, el momento
de la administracién del antidoto, el sujeto y la condicion de la enfermedad a tratar, el peso y la edad del sujeto, la
gravedad de la enfermedad, la forma de administracién, y similares, todo lo cual puede ser determinado facilmente
por un experto normal en la técnica.

En ciertos aspectos, la disolucion se administra para administrar una cantidad del derivado de fXa (por ejemplo, el
antidoto r) de alrededor de 10 miligramos (mg) a alrededor de 2 gramos (g). Otras cantidades del antidoto r usadas
incluyen de alrededor de 100 mg a alrededor de 1,5 g; de alrededor de 200 mg a alrededor de 1 g; y de alrededor de
400 mg a alrededor de 900 mg. En algunos aspectos, la cantidad del antidoto r usada es alrededor de 400 mg o 960
mg. En algunos aspectos, la cantidad del antidoto r usada es de alrededor de 10 mg a alrededor de 100 mg; de
alrededor de 15 mg a alrededor de 95 mg; y de alrededor de 20 mg a alrededor de 80 mg.
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En otra realizacidn, la disolucién se administra en una cantidad neutralizante que es al menos alrededor de una relacion
molar de 1:1 veces la concentracion circulante de antidoto r con respecto a la concentracion circulante del inhibidor
del factor Xa durante un periodo de al menos alrededor de 30 minutos. En otras realizaciones, la relacién molar es
alrededor de 1:1 o alrededor de 2:1 o alrededor de 4:1.

La formulacién cuando se administra neutraliza el inhibidor del factor Xa en al menos alrededor de 20%, o en al menos
alrededor de 50%, o en al menos alrededor de 75%, o en al menos alrededor de 90%, o en al menos alrededor de
95%.

Se puede determinar si el método, es decir, la inhibicion o reversion de un inhibidor del factor Xa se logra, mediante
una serie de ensayos in vitro, tal como el ensayo de generacion de trombina, y ensayos de coagulacion clinicos tales
como aPTT, PT y ACT.

La presente descripcidn también se refiere a métodos de unién selectiva e inhibicion de un inhibidor de fXa
administrado de manera exdégena en un sujeto sometido a terapia anticoagulante con un inhibidor de fXa, que
comprenden administrar al sujeto una cantidad eficaz de una disolucién de la formulacion liofilizada. Los pacientes
adecuados para esta terapia se han sometido a una terapia anticoagulante previa, por ejemplo se les ha administrado
uno o mas de un anticoagulante, tal como un inhibidor directo o indirecto de fXa.

En algunas realizaciones, la disoluciéon se administra después de la administracion de una sobredosis de un inhibidor
de fXa o antes de una cirugia, lo que puede exponer a los sujetos al riesgo de hemorragia. El sujeto puede ser una
célula o un mamifero, tal como un ser humano.

El método descrito aqui puede unir e inhibir selectivamente un inhibidor del factor Xa administrado ex6genamente en
un sujeto sometido a terapia anticoagulante con un inhibidor del factor Xa, que comprende administrar una disolucion
de la formulacion liofilizada al sujeto. El sujeto puede ser una célula o un mamifero, tal como un ser humano.

Los sujetos que se beneficiaran de la administracion de la formulacién liofilizada disuelta descrita aqui y los métodos
que se acompanan incluyen aquellos que estan experimentando, o predispuestos a un suceso de hemorragia mayor
clinica o un suceso de hemorragia no mayor clinicamente significativo. Se seleccionan ejemplos de sucesos de
hemorragia mayor clinica del grupo que consiste en hemorragia, hemorragia en érganos vitales, hemorragia que
requiere reoperacion o un nuevo procedimiento terapéutico, y un indice de hemorragia = 2,0 con una hemorragia
manifiesta asociada. (Turpie AGG, et al, NEJM, 2001, 344: 619-625). Ademas, el sujeto puede estar experimentando
o predispuesto a un suceso hemorragico no mayor seleccionado del grupo que consiste en epistaxis que es persistente
o recurrente y en una cantidad sustancial o que no se detendra sin intervencion, hemorragia rectal o del aparato
urinario que no aumenta a un nivel que requiera un procedimiento terapéutico, hematomas sustanciales en los sitios
de inyeccién o en cualquier otro lugar que sean espontaneos o que ocurran con un trauma trivial, pérdida de sangre
sustancial mas de lo que generalmente se asocia con un procedimiento quirirgico que no requiere drenaje, y
hemorragia que requiere una transfusion no planificada.

En algunas realizaciones, la formulacion liofilizada disuelta se administra después de la administracion de una
sobredosis de un inhibidor de fXa o antes de una cirugia, lo que puede exponer a los sujetos al riesgo de hemorragia.

En cualquiera de los métodos descritos aqui, debe entenderse, incluso si no siempre se sefiala explicitamente, que
una cantidad eficaz de la formulacion liofilizada disuelta se administra al sujeto. La cantidad puede ser determinada
empiricamente por el médico tratante, y variara con la edad, el sexo, el peso y la salud del sujeto. Los factores
adicionales que debe considerar el médico tratante incluyen, pero no se limitan a, la identidad y/o la cantidad de
inhibidor del factor Xa, que puede haber sido administrado, el método o0 modo en que la formulacién liofilizada se
administrara al sujeto, y el criterio de evaluacion terapéutico para el paciente. Con estas variables en mente, un experto
administrara una cantidad terapéuticamente eficaz al sujeto a tratar.

EJEMPLOS

La descripcion se entiende ademas con referencia a los siguientes ejemplos, que estan destinados a ser puramente
ejemplares de la descripcién. La presente descripcion no esta limitada en su alcance por las realizaciones
ejemplificadas, que pretenden ser ilustraciones de aspectos Unicos de la descripcion solamente. Cualquier método
que sea funcionalmente equivalente esta dentro del alcance de la descripcién. Diversas modificaciones de la
descripcion, ademas de las descritas aqui, resultaran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcidon
anterior y las figuras adjuntas. El alcance de la invencién esta definido por las reivindicaciones adjuntas.

A menos que se indique lo contrario, todas las temperaturas estan en grados Celsius. Ademas, en estos ejemplos y
en otros lugares, las abreviaturas tienen los siguientes significados:

h = hora

INR = indice internacional normalizado
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IV = intravenoso

kg = kilogramo

M = molar

mg = miligramo

mg/kg = miligramo/kilogramo
mg/ml = miligramo/mililitro

min = minuto

ml = mililitro

PPP = plasma pobre en plaquetas
PRP = plasma rico en plaquetas
PT = tiempo de protrombina

U/ml = unidades/mililitro

pl o ul = microlitro

UM = Micromolar

Ejemplo 1. Preparacion de antidoto r

Se prepararon amortiguadores de citrato-fosfato (20 mM) con una fuerza iénica de 0,15 (ajustada con NaCl) usando
monohidrato de acido citrico (Fisher, Pittsburgh, PA) y fosfato de sodio dibasico, anhidro (Sigma, St. Louis, MO), y el
pH se ajustd usando HCI 6 M o NaOH 6 M. El amortiguador de fosfato (20 mM) sin sal adicional se preparé disolviendo
6,61 g de fosfato sddico dibasico anhidro en 2,0 | de agua Mili-Q, y el pH se ajust6 a 7,5. Para el amortiguador de
fosfato (20 mM) que contiene sal (1 = 0,15 M), se anadieron 14,8 g de NaCl al amortiguador de fosfato descrito
anteriormente. Todos los demas reactivos se adquirieron de Sigma (St. Louis, MO) a menos que se indique lo contrario.

El polipéptido del antidoto r (SEQ ID NO. 3) se almacend en una disolucion madre de una concentracion de
aproximadamente 5 mg/ml en Tris 10 mM, pH 8,0 que contenia 2% de arginina. La dialisis del antidoto r se realizé a
4°C utilizando casetes de dialisis Slide-A-Lyzer®, 3000 MWCO (Pierce, Rockford, IL) contra amortiguadores de citrato-
fosfato de valores de pH seleccionados. Para evitar la agregacion durante la didlisis, la disolucién madre de proteina
se diluyé hasta 0,5 mg/ml con amortiguador de didlisis filtrado antes de cargarla en los casetes. Después de la dialisis,
el antidoto r se diluy6 hasta 0,3 mg/ml, y la concentracion de proteina se midié con espectroscopia de absorbancia
UV (A2s0) utilizando un coeficiente de extincion de 1,16 ml-mg'-cm™'. El antidoto r producido por este método se usé
en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) para monitorizacion de la estabilidad

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) se realizé utilizando un auto-DSC capilar Microcal con una camara de
carga de muestra con temperatura controlada. Se realizaron rampas térmicas de 6 a 100°C con una velocidad de
barrido de 60°C/h y un periodo de equilibrado de barrido previo de 25 minutos. Se us6é el amortiguador de
correspondencia adecuado en la celda de referencia, mientras que las concentraciones de muestra tipicas en el
amortiguador de correspondencia fueron 0,6 mg/ml. Un barrido de referencia de disolucién amortiguadora frente a
disolucién amortiguadora se rest6 de todos los barridos de muestra, y los termogramas se normalizaron por
concentracién antes del analisis. Los datos se procesaron utilizando el software suministrado por Microcal. Los picos
endotérmicos se ajustaron a un solo pico utilizando una funcion de ajuste que no es de dos estados, y los valores de
temperatura de transicion (Tm) se calcularon mediante la funcion de ajuste. Los valores de temperatura de comienzo
(Tcomienzo) se determinaron por la desviacidn del pico endotérmico de una linea de base de baja temperatura.

DLS a menudo se emplea para mostrar la presencia de multiples poblaciones en una muestra heterogénea. Usando
un lector de placas Wyatt DLS, se midieron 10-20 pl de disolucién de proteina (0,3 mg/ml) a diferentes condiciones
de pH en un solo conjunto de experimentos a 20°C. Las muestras se centrifugaron durante 5 min a 3000 rpm para
eliminar las burbujas de aire, y se obtuvieron 5 barridos de 20 segundos cada uno para obtener un radio de muestra
promedio. A pH 5,0-7,5, se observé una sola poblacién con un radio hidrodinamico [B nm.
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Ejemplo 3. Identificacion de estabilizadores

Los datos del Ejemplo 2 demostraron que el antidoto r era en general estable a pH 7,5. De este modo, los estudios de
deteccion de excipientes se realizaron a pH 7,5 en un amortiguador de fosfato 20 mM. El diametro hidrodinamico de
la proteina se midi6 utilizando un instrumento lector de placas de dispersion de luz dinamica Dynapro (Wyatt
Technology, Santa Barbara, CA). El diametro hidrodinamico se calcul6 a partir del coeficiente de difusion mediante la
ecuacion de Stokes-Einstein utilizando el método de acumulantes (basado en el nimero lognormal). Las medidas se
utilizaron para evaluar la homogeneidad de la muestra suministrada.

Primero se emple6 un lector de placas SpectraMax M3 para identificar posibles excipientes estabilizadores mediante
la monitorizacion de la cinética de agregacién de proteinas a 60°C, pH 7,5 con 0,3 mg/ml de proteina con o sin
excipientes. En total, se analizaron 32 excipientes de una biblioteca de excipientes generalmente considerados
seguros (GRAS) como se enumera en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Lista de excipientes y concentraciones evaluados mediante estudio cinético a OD 350 nm

Excipiente Concentracién Excipiente Concentracién
Sulfato de dextrano 0,0075 mM Tween 20 0,10%
Dextrano T70 0,0075 mM Tween 80 0,10%

Acido ascérbico 0,15M Pluronic F-68 0,10%

Acido aspartico 0,15M Albdmina 5,00%

Acido glutamico 0,15 M Gelatina 5,00%

Acido lactico 0,15 M Lactosa 20,0%

Acido mélico 0,15M Trehalosa 10,00%
Arginina 0,3M Dextrosa 20,00%
Dietanolamina 0,3 M Sacarosa 20,0%
Guanidina 0,3M Manitol 10,00%
Lisina 0,3M Sorbitol 20,00%
Prolina 0,3M Glicerol 20,00%
Glicina 0,3M a Ciclodextrina 2,50%
Cloruro de calcio 0,015 M 2-OH propil B-CD 10,00%
Citrato de sodio 02M 2-OH propil y-CD 10,00%

Brij 35 0,10% EDTA 1mMy5mM

Se determiné que de los excipientes evaluados, la sacarosa, el sorbitol y el citrato tuvieron el mayor efecto
estabilizador. Los ensayos posteriores del efecto de las combinaciones de excipientes sobre la estabilidad de la
proteina se basaron en estos tres excipientes como se resume en la Tabla 4.2. Las fusiones a OD 350 nm se realizaron
por duplicado, y los valores de AT para cada formulacién se calcularon como se describié anteriormente. En base a
los valores de AT que se muestran en la Tabla 2, se identificd que las formulaciones 3, 4, 5y 6 tienen el mayor efecto
estabilizador.
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Tabla 4.2 Lista de combinaciones de excipientes evaluadas y los valores AT correspondientes y osmolalidad de la

disolucion.
N® Componentes AT (°C) Osmolalidad (mOsm/kg)
1 Sacarosa 10% + Sorbitol 5% 3,1 943 +13
2 Sacarosa 5% + Sorbitol 10% 3,8 1066 £ 8
3 Sacarosa 10% + Sorbitol 5% + Citrato de sodio 0,05 M > 10,0 1098 + 21
4 Sacarosa 5% + Sorbitol 10% + Citrato de sodio 0,05 M > 10,0 1253 +8
5 Sacarosa 5% + Sorbitol 5% + Citrato de sodio 0,05 M 6,2 863 + 10
6 Sacarosa 10% + Citrato de sodio 0,05 M 6,5 755+9
7 Sorbitol 10% + Citrato de sodio 0,05 M 5,8 1008 + 6
AT es la diferencia entre las temperaturas de transiciéon de la proteina sola y la proteina con una combinacién
diferente de excipientes a pH 7,5. La osmolalidad se promedia a partir de medidas por triplicado, y AT se promedia
a partir de medidas duplicadas.

Las propiedades de agregacion de la proteina terapéutica en estas formulaciones se estudiaron adicionalmente
usando el método de fusion a OD 350 nm en amortiguador de fosfato 20 mM a pH 7,5, sin NaCl, en estas formulaciones
de combinacion. En general, el grado de agregacién es mucho menor sin NaCl. De hecho, la fusién a OD 350 nm se
llevé a cabo inicialmente de 35-75°C, y puesto que no se observo agregacion obvia, los experimentos de fusion se
volvieron a llevar a cabo con las mismas muestras desde 75 hasta 100°C. De este modo, se puede observar una
ruptura en la curva de OD 350 nm a 75°C debido a una pausa de [0 min a esta temperatura. No se observd
agregacion obvia para las proteinas en las formulaciones 3, 4, 5y 6, incluso después de aumentar hasta 100°C. Otro
beneficio de eliminar NaCl adicional es que la osmolalidad correspondiente de las formulaciones es mucho menor en
comparacion con las formulaciones con NaCl.

Ejemplo 4. Ensayo de solubilidad

Este ejemplo evalla el efecto del pH, la temperatura, los estabilizadores (por ejemplo, citrato, arginina, glicina y lisina)
y la fuerza i6nica sobre la solubilidad del antidoto r.

Material y métodos

El material usado fue una disolucién de antidoto r (4,8 mg/ml) en Tris 10 mM, pH 8,0, y 2% de arginina. Para la
solubilidad a temperatura ambiente (RT), el ensayo se realizé mediante observacién fisica durante al menos 1-2 h.
Para la solubilidad a 5°C, las muestras se equilibraron a 5°C durante la noche, y se realiz6 una observacion fisica de
las muestras. Ademas, las muestras se centrifugaron a 5°C durante 15 minutos, y las concentraciones de proteina en
el sobrenadante se analizaron por UV A280 nm (dilucién duplicada). La disolucién madre original se analiz6
diariamente como control.

Cuando se observo precipitacion de proteinas, la solubilidad determinada a partir de la concentracion de sobrenadante
se interpreté como <XX mg/ml (barras sombreadas en las figuras correspondientes). Esto se debe a la cantidad en
exceso de presencia de proteina y a la precipitacion preferencial de una subpoblacién de proteina que tiene Pl cerca
del pH del amortiguador. Cuando no se observa precipitacion de proteina, la solubilidad determinada a partir de la
concentracién de la disolucion se interpreté como >XX mg/ml (barras en blanco en las figuras).

El impacto del pH sobre la solubilidad a temperatura ambiente se ensay6 con diferentes pH, incluyendo 5,0, 6,0, 7,0 y
8,0. Como se muestra en la FIG. 1A, el antidoto r tenia la mayor solubilidad a pH 8,0 (42,2 mg/ml sin precipitacion
visible). Por el contrario, la solubilidad fue 3,5 mg/ml (sin precipitacion), 12,3 mg/ml (precipitacion observada) y 24,4
mg/ml (precipitacion observada) a pH 5,0, 6,0 y 7,0, respectivamente.

La Tabla 5.1 enumera las muestras analizadas para la solubilidad a 5°C. Como se muestra, el amortiguador de UF
esta compuesto de MES 42 mM, fosfato de sodio 4 mM, NaCl 833 mM, Tris 8 mM, y arginina 58 mM concentrada
hasta b mg/ml.
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Tabla 5.1 Muestras analizadas para la solubilidad del antidoto r a diferentes pH con diferentes solubilizantes (citrato

0 arginina)
Muestra Composicion Citrato/Arginina | pH (£ 0,02) Osmolalidad
calculada

Citrato 10 mM | Na phos 10 mM, 9,5% de sacarosa, | Citrato 10 mM 7,30 353
0,01% de PS80, Citrato 10 mM

Citrato 3 mM Na phos 10 mM, 9,5% de sacarosa, | Citrato 3 mM 7,30 325
0,01% de PS80, Citrato 3 mM

Citrato 0 mM Na phos 10 mM, 9,5% de sacarosa, | Citrato 0 mM 7,30 313
0,01% de PS80

pH 7,80 Na phos 10 mM, 9,5% de sacarosa, | n/a 7,80 313
0,01% de PS80

pH 7,55 Na phos 10 mM, 9,5% de sacarosa, | n/a 7,55 313
0,01% de PS80

Amortiguador | MES 42 mM, NaPhos 4 mM, NaCl 833 | Arg 58 mM 7,48 1942

de UF mM, Tris 8 mM, Arg 58 mM

A pH 7,3, citrato 10 mM mejoro ligeramente la solubilidad del antidoto a 5°C. Sin citrato o arginina, la solubilidad a 5°C

5 tenia el siguiente orden de rango: pH 7,55 > pH 7,80 > pH 7,30 (FIG. 1B). El amortiguador de UF (pH 7,48) parecia
tener la mejor solubilidad (50 mg/ml), probablemente debido a la presencia de Arg 58 mM + NaCl 833 mM al pH
adecuado, 7,5 (FIG. 1B).

La Tabla 5.2 enumera las muestras para evaluar el efecto de la arginina frente al citrato a pH 7,55. Como se muestra
en la FIG. 1C, a pH 7,55, tanto el citrato como la arginina mejoraron significativamente la solubilidad del antidoto r a

10 5°C. Ademas, parecia que el citrato era mas eficaz que la arginina con la misma molaridad: - citrato 10 mM Oarginina
50 mM > arginina 20 mM > arginina 10 mM.

Tabla 5.2 Muestras analizadas para determinar la solubilidad del antidoto r en citrato y arginina a pH 7,55

Muestra Composicion Citrato/Arginina | pH (£ 0,02) | Osm.
calc.

0mM Na phos 10 mM, 9,5% de sacarosa, 0,01% de PS80 | n/a 7,55 313
(conjunto 1)

Citrato 10 mM | Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de PS80, | Citrato 10 mM 7,55 307
Citrato 10 mM

Arg 10 mM Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de PS80, | Arg 10 mM 7,55 297
Arg 10 mM

Arg 20 mM Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de PS80, | Arg 20 mM 7,55 327
Arg 20 mM

Arg 50 mM Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de PS80, | Arg 50 mM 7,55 417
Arg 50 mM

El efecto de la arginina frente al citrato se ensay6 adicionalmente a pH 7,8 y 8,0, utilizando las muestras de la tabla
15 5.3. La FIG. 1D muestra que el antidoto r era ligeramente mas soluble a pH 8,0 que a pH 7,8 a 5°C. Tanto el citrato
10 mM como la arginina 20 mM mejoraron la solubilidad hasta al menos 15 mg/ml a pH 7,8 y 8,0.
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Tabla 5.3 Muestras analizadas para determinar la solubilidad del antidoto r en citrato y argininaapH 7,8 y 8

Muestra Composicién base Citrato/Arg pH (£ | Osm.
adicional 0,02) calc.

pH7.8 Na phos 10 mM, 9,5% de sacarosa, 0,01% de | n/a 7,80 313
PS80 (conjunto 1)

pH 7,8, Citrato 10 | Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de | Citrato 10 mM 7,80 307

mM PS80, Citrato 10 mM

pH 7,8, Arg 20 MM | Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de | Arg 20 mM 7,80 327
PS80, 20 mM Arg

pH 8,0 Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de | n/a 8,00 267
PS80

pH 8,0, Citrato 10 | Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de | Citrato 10 mM 8,00 307

mM PS80, Citrato 10 mM

pH 8,0, Arg 20 mM | Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de | Arg 20 mM 8,00 327
PS80, 20 mM Arg

Tris/Arg Tris 10 mM, 2% de Arg Arg 114 mM 8,00 352

También se comparé el efecto de la arginina con la glicina y la lisina a pH 7,8 (Tabla 5.4), y los resultados se muestran
en la FIG. 1E. Como se muestra en la figura, la glicina y la lisina no tuvieron un efecto sobre la solubilidad del antidoto
5 r a 5°C, y se observé un mayor efecto solubilizante para Arg 20 mM a pH 8,0 frente a pH 7,55 a 5°C.

Tabla 5.4 Muestras analizadas para determinar la solubilidad del antidoto r en glicina, lisina y arginina a pH 7,8

Muestra Composicion base Gly/Lys/Arg pH (£ 0,02) | Osm. calc.
adicional

pH 7,80 Na phos 10 mM, 9,5% de sacarosa, 0,01% | n/a 7,80 313
PS80

pH 7,8, Glicina 20 | Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% | Gly 20 mM 7,80 307

mM PS80, Gly 20 mM

pH 7,8, Lisina 20 | Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% | Lys 20 mM 7,80 327

mM PS80, Lys 20 mM

pH 7,8, Arg 20 MM | Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% [ Arg 20 mM 7,80 327

(conjunto 3) PS80, Arg 20 mM (conjunto 3)

pH 7,55, Arg20 MM | Na phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% [ Arg 20 mM 7,55 327
PS80

También se ensay0 el efecto de la fuerza idnica sobre la solubilidad del antidoto r (Tabla 5.5). Como se muestra en la
FIG. 1F, la fuerza i6nica (IS) aumenté la solubilidad del antidoto r a 5°C en ausencia de arginina o citrato, y el efecto
10 fue prominente a una fuerza iénica > 0,10 M.
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Tabla 5.5 Muestras analizadas para determinar la solubilidad del antidoto r a diferente fuerza i6nica a pH 7,8

Muestra Composicion base Gly/Lys/Arg pH (+ 0,02) Osm.
adicional calc.

pH 7,8, IS 0,03 M | phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de | n/a 7,80 277

(conjunto 1) Tween 80, 100 ml

pH 7,8,1S 0,03 M phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de | n/a 7,80 277

Tween 80, 100 ml

pH7,8,1S0,10 M phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de | n/a 7,80 417
Tween 80, 100 ml

pH7,8,1S0,30 M phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de | n/a 7,80 817
Tween 80, 100 ml

pH7,8,1S1,00 M phos 10 mM, 8% de sacarosa, 0,01% de | n/a 7,80 2217
Tween 80, 100 ml

En resumen, este ejemplo demuestra que a temperatura ambiente en ausencia de un agente solubilizante tal como
arginina y citrato, el antidoto r tiene la solubilidad mas alta a pH 8,0. A 5°C, el pH 8,0 fue el mejor para el antidoto r.
Ademas, tanto el citrato como la arginina mejoran significativamente la solubilidad a 5°C del antidoto r. Sin embargo,
la glicina y la lisina, que aumentan la Tm para el antidoto r, no tienen efecto sobre la solubilidad. En general, la mayor
solubilidad del antidoto r a 5°C se logré a pH 7,8 con arginina 95 mM. No se observo precipitacion después de 10 dias.

Ejemplo 5. Procedimiento de liofilizacion inicial

El procedimiento de liofilizacion se desarroll6 utilizando un enfoque racional basado en la comprension de la naturaleza
fisica de los componentes de la formulacion en diferentes etapas del ciclo de liofilizacién. Se utilizaron métodos de
caracterizacion térmica que incluyen DSC y microscopia de liofilizacion (FDM) para medir Tg' (temperatura de
transicion vitrea del concentrado congelado) y Tc (temperatura de colapso durante el secado primario). El ciclo que se
muestra en la Tabla 6 se selecciond para la liofilizacién de la formulacién liofilizada. La etapa de recoccion permite la
cristalizacién del manitol para asegurar que la temperatura del producto no caiga por debajo de la temperatura de
colapso durante el secado primario. La temperatura de secado primario se seleccion6 para evitar el colapso de la torta
con una duracién razonable de secado primario. La condiciéon de secado secundario de 2 etapas se desarrollé para
producir una formulacién liofilizada con un nivel de humedad de <1%.

Tabla 6. Ciclo de liofilizacion

Egapa Etapa del procedimiento Descripcion

ne

1 Congelacién Enfrie a 1°C/min hasta -40°C

2 Congelacién Mantenga isotermo a -40°C durante al menos 180 min

3 Recoccion Eleve hasta -20°C a 1°C/min, y mantenga durante al menos 180 min

4 Congelacién Enfrie a 1°C/min hasta -40°C, y mantenga durante al menos 180 min
5 Evacuacion Inicie el vacio a 100 mTorr

6 Secado primario Eleve a 0,5°C/min hasta 10°C. Mantenga durante 40 horas

7 Secado secundario 1 Eleve hasta 30°C a 0,5°C/min, mantenga durante 20 horas a 75 mTorr

Ejemplo 6. Liofilizacion sin un componente cristalizante
Experimental/Diserio del estudio

Se prepararon diez formulaciones diferentes para evaluar los efectos de la composicion del amortiguador, el pH, el
estabilizador, y la concentracién del farmaco sobre la solubilidad y la estabilidad del antidoto r (Tabla 7). Las
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formulaciones se prepararon usando un amortiguador de Tris o de fosfato a pH 7,8 y 8,2. Las disoluciones se
concentraron hasta 10 mg/ml y 25 mg/ml usando filtracién centrifuga.

Las muestras de las disoluciones concentradas preparadas en amortiguadores de tris 0 de fosfato se colocaron en
estabilidad a corto plazo a 2-8°C y 25°C durante 2 semanas. Al mismo tiempo, se usaron muestras de cada disolucién
para estudios de congelacién/descongelacion, y se examinaron para determinar la precipitaciéon y la agregacion. Las
muestras para estudios de congelacion/descongelacion consistieron en 0,5 ml de cada formulacion en un vial de tubo
de vidrio de tipo | de 2 ml. La muestra de 0,5 ml se inspeccioné visualmente antes de la congelaciéon y después de
cada ciclo de congelacién/descongelacién. Cada muestra se colocé a -80°C durante aproximadamente 2 horas, se
descongel6 durante aproximadamente 15 a 30 minutos a temperatura ambiente, se inspecciond visualmente durante
aproximadamente 1-2 minutos, y se devolvié al congelador a -80°C. Se extrajo una muestra de 250 | de cada
formulacion después del tercer ciclo de congelacion, y se envi6 al laboratorio para los ensayos. La disolucién restante
se sometio a 2 ciclos de congelacién adicionales, y después se envi6 al laboratorio para los ensayos.

Toda la disolucién restante se liofilizo como muestras de 0,25 ml utilizando un ciclo conservativo, y las muestras se
colocaron en una estabilidad acelerada a 25°C y 40°C.

Se prepararon dos formulaciones adicionales usando una disolucion libre de polisorbato para evaluar los efectos de
congelacién/descongelacion y liofilizacion en la molécula sin la presencia de agentes protectores (Formulaciones 5y
6 en la Tabla 7). Las muestras de las disoluciones se reservaron y se usaron para la caracterizacién térmica usando
DSC modulada y microscopia de liofilizacion.

Tabla 7. Nameros de formulacién, componentes, concentraciones, y valores de pH

N¢ Componentes Concentracién pH
1A Tris 10 mM, 4% de Sacarosa, Arginina 95 mM, PS80 0,01% 10 mg/ml 7,8
1B Tris 10 mM, 4% de Sacarosa, Arginina 95 mM, PS80 0,01% 25 mg/ml 7,8
2A Tris 10 mM, 4% de Sacarosa, Arginina 95 mM, PS80 0,01% 10 mg/ml 8,2
2B Tris 10 mM, 4% de Sacarosa, Arginina 95 mM, PS80 0,01% 25 mg/mi 8,2
3A Phos 10 mM, 4% de Sacarosa, Arginina 95 mM, PS80 0,01% 10 mg/ml 7,8
3B Phos 10 mM, 4% de Sacarosa, Arginina 95 mM, PS80 0,01% 25 mg/ml 7,8
4A Phos 10 mM, 4% de Sacarosa, Arginina 95 mM, PS80 0,01% 10 mg/ml 8,2
4B Phos 10 mM, 4% de Sacarosa, Arginina 95 mM, PS80 0,01% 25 mg/ml 8,2
5 Tris 10 mM, Arginina 95 mM 25 mg/ml 7,8
6 Phos 10 mM, Arginina 95 mM 25 mg/ml 7,8

Las formulaciones se prepararon usando la sustancia farmacolégica a granel suministrada a 3 mg/ml, 3,3 mg/mly 4,8
mg/ml, con y sin polisorbato 80 (PS80).

Las Formulaciones 5 y 6 se prepararon primero usando 19 ml de la disolucién de farmaco a granel para cada
formulacion. El volumen de la carga se colocd en un casete de didlisis que tenia una membrana de 10 K, y el casete
se colocé en 2 | de amortiguador Tris 10 mM o fosfato de sodio 10 mM a pH 7,8. Las disoluciones se dializaron durante
aproximadamente 2 horas, la disolucion de dialisis se reemplazé con otros 2 litros nuevos de disolucion de
amortiguador, y se dializ6 durante al menos otras 2 horas. La disolucién se retir6 de cada casete, y se colocé en tubos
de filtro centrifugo Amicon Ultra Ultracel 10K. Las disoluciones se centrifugaron durante aproximadamente 30 minutos
a velocidad %. La disolucidn restante se retiré de los tubos de centrifuga, y se afiadié arginina 95 mM, seguido de un
ajuste del pH y del volumen de la disolucion concentrada.

Se us6 el mismo procedimiento para preparar las formulaciones 1A a 4A y 1B a 4B. Las formulaciones preparadas
usando una disolucion a granel con 3 mg/ml usaron 13,5 ml de carga para preparar las disoluciones de 10 mg/ml, y
33,5 ml de carga para preparar las disoluciones de 25 mg/ml. Las formulaciones que usaron la disolucién a granel de
4,8 mg/ml usaron 8,4 ml de carga para preparar la disolucion de 10 mg/ml, y 20,9 ml de carga para preparar la
disolucién de 25 mg/ml.

Las concentraciones de sacarosa y arginina necesarias para el volumen final de la disolucién de la muestra se
anadieron a la disolucién a granel tras concentrar la disolucion, y después la disolucion se ajusté al pH y volumen final
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apropiados. Se anadié PS80 a las disoluciones de muestra finales para crear una concentracién de 0,01% usando
una disolucién al 1% de PS80.

Las disoluciones se filtraron a través de un filtro de jeringa de 0,22 pm, y después se dividieron en viales. Viales de 2
ml se llenaron cada uno con 250 | de disolucion, y se liofilizaron usando las siguientes condiciones:

1. Enfriese hasta -40°C a 1°C/min
2. Manténgase a -40°C durante 1 hora, después reinicie el vacio a 100 mTorr

3. Eleve hasta -35°C a 0,5°C/min, y mantenga hasta que la medida del medidor Pirani coincida con la medida del
manometro de capacitancia de 100 mTorr y la temperatura del producto alcance la temperatura de la bandeja del
liofilizador.

4. Eleve hasta 20°C a 0,5°C/min, y mantenga hasta que la medida del medidor Pirani coincida con la medida del
manometro de capacitancia de 100 mTorr y la temperatura del producto alcance la temperatura de la bandeja del
liofilizador.

Los tapones se sellaron, y los viales se taparon tras la liofilizacién. Las muestras se sometieron a un ensayo de punto
de tiempo inicial (T0), y los viales restantes se colocaron en estabilidad.

Calorimetria diferencial de barrido modulada (DSC)

El comportamiento térmico de las muestras de disolucion se examiné usando DSC modulada y estdndar. Las muestras
se examinaron colocando 12 | de disolucién en bandejas Tcero, y se sellaron herméticamente. Las disoluciones se
enfriaron hasta -40°C a 1°C/min, y se mantuvieron isotérmicamente durante 5 minutos. La temperatura de las muestras
se elevo hasta 10°C a 0,5°C/min, con una modulacion de 1°C cada 120 segundos. Algunas muestras se examinaron
usando una etapa de recoccion. Esas muestras se examinaron enfriando hasta -40°C a 1°C/min, manteniendo
isotérmicamente durante 5 min, elevando la temperatura hasta -15°C o -20°C a 1 a 5°C/min, y manteniendo
isotérmicamente durante al menos 60 minutos. La temperatura de las muestras se devolvié hasta -40°C a 5°C/min, se
mantuvo isotérmicamente durante 5 min, y se elevé a 0,5°C/min con una modulaciéon de 1°C cada 120 segundos.

Microscopia de liofilizacién

Las muestras se examinaron usando microscopia de liofilizacion colocando 2 a 4 | de disolucion entre 2 cubreobjetos
de vidrio en una etapa de microscopio de liofilizacion Linkam. La muestra se enfrié hasta -40°C o menor a 1°C/min, y
se mantuvo isotérmicamente durante 2 min. El vacio se inicié a 100 micrémetros, y la muestra se examiné visualmente
usando una camara de video montada sobre un microscopio de luz polarizada. La muestra se liofiliz6 a esa
temperatura hasta que el material seco era visible, y se fotografi6. Después, la temperatura de la muestra se
incrementd en incrementos de 2°C, y se mantuvo a cada temperatura para observar la muestra liofilizada. La
temperatura de la muestra se incrementd hasta que se observo un colapso completo.

Métodos analiticos
A. Concentracion mediante UV-Vis

La concentracién de las disoluciones se midié usando un espectrofotémetro Nano Drop 2000 (Thermo Scientific). Los
barridos se realizaron colocando 2 | de disolucion en la plataforma de ensayo, y barriendo en el intervalo de 280 nm.

B. pH

El pH de las disoluciones se midié6 usando un peachimetro Orion modelo 920A. El medidor/sonda se calibré en el
intervalo de pH 7 a pH 10 usando disoluciones de amortiguador prefabricadas adquiridas de Thermo Scientific.

C. SEC-HPLC

El analisis de HPLC mediante exclusion por tamafio se llevé a cabo usando un HPLC Agilent Serie 1100. Para la
separacion, se us6 una fase movil preparada a fosfato de sodio 0,1 M, hidrocloruro de arginina 0,75 M a pH 7,4. La
columna analitica usada fue una YMC-Pack diol-200, 300 x 4,6 mm, tamafo medio de particulas 5 pm. La idoneidad
del sistema de HPLC, incluyendo la columna, se verifico usando seis inyecciones replicadas de material de referencia,
y se evaluaron para determinar el tiempo de retencion, area, y porcentaje de area para el pico principal de proteina.
Adicionalmente, se usé un patron de filtracion en gel para evaluar la capacidad de separacion de la columna. Las
muestras se diluyeron a 1 mg/ml de proteina usando el amortiguador de formulacion, y se inyectaron para obtener una
carga de columna de 50 pg de proteina por inyeccién.

D. RP-HPLC
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El andlisis de HPLC de fase inversa se realiz6 usando un HPLC Agilent Serie 1100. El método emplea un gradiente
para la separacion usando fases méviles preparadas a 0,1% de acido trifluoroacético en agua de grado HPLC y 0,08%
de &cido trifluoroacético en acetonitrilo. La columna analitica usada fue una columna Vydac C18, 150 x 4,6 mm, tamafio
medio de particulas 5 pm. La idoneidad del sistema de HPLC, incluyendo la columna, se verific6 usando seis
inyecciones de réplica de material de referencia y la evaluacion del tiempo de retencion, area, y porcentaje de area
para el pico principal de proteina. Las muestras se diluyeron hasta 1 mg/ml de proteina usando el amortiguador de
formulacion, y se inyectaron para obtener una carga de columna de 25 pg de proteina/inyeccion.

E. IEX

El analisis de HPLC de intercambio iénico se llevé a cabo usando un HPLC Agilent Serie 1100. El método emplea un
gradiente que usa fases moviles preparadas a fosfato de sodio 20 mM a pH 6,5 y fosfato de sodio 20 mM, cloruro de
sodio 1 M a pH 6,5. La columna analitica usada fue Dionex Propac WCX-10, 250 x 4 mm. La idoneidad del sistema
de HPLGC, incluyendo la columna, se verificé usando seis inyecciones de réplica de material de referencia y la
evaluacion del tiempo de retencion, area, y porcentaje de area para el pico marcado como pico #2. Las muestras se
diluyeron hasta 1 mg/ml de proteina usando el amortiguador de formulacion, y se inyectaron para obtener una carga
de columna de 50 pg de proteina por inyeccién.

Resultados:

Se liofiliz6 un subconjunto de las muestras de disolucion usando un ciclo conservativo y se colocéd en estabilidad
durante 2 meses a 25°C y 40°C. El ciclo de liofilizacién se completd en aproximadamente 20 horas debido al bajo
volumen de llenado. Todas las tortas liofilizadas parecieron aceptables excepto para la formulacién 2A, posiblemente
debido a que el filtro se rasgo.

En general, los datos obtenidos usando SEC y RP parecieron distinguir diferencias entre las formulaciones. Esto
sugiere que los métodos indican estabilidad, y que se pueden usar para comparar muestras. Los datos apoyan el
hecho de que la estabilidad del antidoto r se ve afectada por el pH. Los datos demuestran que la estabilidad de las
formulaciones preparadas a pH 7,8 es mejor que la estabilidad de las formulaciones preparadas a pH 8,2. Esto es
especialmente cierto para las muestras almacenadas a 40°C.

Este estudio incluyé una comparacién del tipo de amortiguador sobre la estabilidad del antidoto r. Los amortiguadores
incluyeron tris y fosfato preparados a pH 7,8 y 8,2. Los datos sugieren que el tipo de amortiguador no afecté a la
estabilidad del antidoto r, y que las diferencias en la estabilidad fueron principalmente una funcién del pH.

Se prepararon dos formulaciones en el estudio (formulaciones 5 y 6) sin sacarosa ni polisorbato 80. La sacarosa se
usa como un lioprotector, y el polisorbato 80 se usa para evitar la agregacién de proteinas debido a interacciones con
las paredes del vial e interacciones con el hielo durante la etapa de congelacién. Las formulaciones preparadas sin
los protectores mostraron incrementos en porcentaje de agregados segun se determina mediante SEC después de 1
mes de almacenamiento a 40°C. Los datos apoyan la necesidad de los excipientes en las formulaciones para mejorar
la estabilidad de la proteina.

El estudio de estabilidad también apoya el hecho de que las muestras liofilizadas son mas estables que las
formulaciones preparadas como disoluciones. La comparacién de las muestras de disolucién demuestra que la
estabilidad de las muestras de disolucion es mejor cuando se almacenan a 5°C que cuando se almacenan a mayores
temperaturas.

Las muestras para el estudio de estabilidad se prepararon usando 0,25 ml por vial de 2 ml. Solo se observé colapso
cuando no hubo suficientes solidos presentes para apoyar una torta en la muestra 2A. Todas las otras muestras
parecieron aceptables; sin embargo, no fue factible determinar el grado de contraccién de la torta cuando se usan
tales volimenes bajos de llenado. Los estudios de caracterizacion térmica se realizaron concurrentemente con los
estudios de estabilidad para determinar la factibilidad de liofilizar las formulaciones a escala completa.

Las formulaciones 5 y 6 se examinaron usando DSC modulada. Ambas formulaciones contienen aproximadamente
25 mg/ml del antidoto r y arginina HCI 95 mM, pero la formulacién 5 se prepar6 con Tris 10 mM, y la formulacion 6 se
prepard con fosfato 10 mM. No se observaron sucesos térmicos durante el aumento de calentamiento cuando se
observo usando flujo de calor total, flujo de calor no reversible, o flujo de calor reversible. Un termograma de flujo de
calor total mostrara tanto sucesos cinéticamente relacionados como sucesos no relacionados cinéticamente. Los
termogramas de flujo de calor no reversible mostraran sucesos cinéticamente relacionados tales como la cristalizacion,
y los termogramas de flujo de calor reversible mostraran sucesos no relacionados cinéticamente, tales como
transiciones vitreas. La falta de sucesos observables puede sugerir que las concentraciones de los componentes son
demasiado bajas para producir una sefal con intensidad suficiente.

Se realizaron experimentos de microscopia de liofilizacién para determinar si la temperatura de colapso coincidiria con
los resultados observados para la Tg' determinada usando MDSC. Se esperaba que el comportamiento térmico de
todas las muestras fuese similar debido a que todas tuvieron los mismos excipientes a concentraciones similares.
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Las formulaciones 5 y 6 se prepararon con una concentracién de antidoto r de aproximadamente 25 mg/ml y ambas
contenian arginina 95 mM a pH 7,8. La Unica diferencia entre las formulaciones fue el amortiguador. La formulacion 5
contenia tris 10 mM, y la formulacion 6 contenia fosfato 10 mM. La formulacion 5 exhibié colapso a -40°C, y la
formulacion 6 exhibié colapso a -39°C. Los datos respaldan que la temperatura del producto debe mantenerse por
debajo de la temperatura de colapso determinada para obtener muestras liofilizadas aceptables. Mantener
temperaturas de producto tan bajas no es factible en liofilizadores de laboratorio 0 a escala completa.

Aunque los datos de estabilidad para las formulaciones liofilizadas parecian aceptables, los datos de caracterizacion
térmica demostraron que la formulacion no era susceptible de aumento de escala debido a la baja temperatura de
colapso. La caracterizacion térmica obtenida usando MDSC y microscopia de liofilizacién sugiere que las
formulaciones permanecen amorfas después de la congelacion y el secado, y que la combinacion de componentes
conduce a una temperatura de colapso baja. La Unica forma de crear una formulacién que se pueda aumentar de
escala es afiadir un componente de cristalizacién para que sirva como un andamio que pueda mantener el material
amorfo en su lugar durante y después de la liofilizacién. EI componente cristalizante mas comun afnadido a las
formulaciones farmacéuticas es el manitol. Todo el trabajo adicional de desarrollo de formulacion y de procedimiento
investigd la adicién de manitol a diferentes concentraciones. El desarrollo de una formulaciéon que contiene manitol y
los estudios de estabilidad para las formulaciones se describen en un informe de desarrollo separado.

Conclusién

Los efectos del tipo de amortiguador, el pH, el estabilizador, y la concentracion de proteina sobre la estabilidad del
antidoto r se examinaron como formulaciones en disolucion y liofilizadas. Las muestras de disolucion se almacenaron
a 5°C y 25°C durante hasta 2 semanas, y las muestras liofilizadas se almacenaron a 25°C y 40°C durante hasta 2
meses. Las formulaciones liofilizadas como 0,25 ml en viales de 2 ml exhibieron una estabilidad aceptable después
de 2 meses. Sin embargo, los experimentos de caracterizacién térmica demostraron que todas las formulaciones
tenian temperaturas de colapso de -37°C o inferiores y no eran susceptibles de aumento de escala. Los datos sugieren
que se necesita un componente cristalizante en la formulacion para evitar el colapso y permitir la liofilizacion a
temperaturas mas altas.

Ejemplo 7. Efecto del tipo de amortiguador y el manitol sobre el comportamiento térmico y la estabilidad de la
formulacion.

Los datos del Ejemplo 6 sugirieron que se necesitaba un componente cristalizante en la formulacion de antidoto r para
evitar el colapso durante la liofilizacién. Este ejemplo examind los efectos de las concentraciones de manitol y arginina
sobre el comportamiento térmico y el aspecto de la torta liofilizada de las formulaciones. Se investigaron formulaciones
que contenian 2% a 4% de manitol junto con la reduccion de la concentracion de arginina. La arginina evit6 la
cristalizacién del manitol a menos que la concentracion fuera 47,5 mM o menos. Los estudios encontraron que una
formulacién que contenia tris 10 mM, 10 mg/ml de antidoto r, arginina 45 mM, 2% de sacarosa, 5% de manitol, y 0,01%
de polisorbato 80 dio como resultado tortas liofilizadas con aspecto aceptable, y estabilidad fisica y quimica. Los
estudios de liofilizacion proporcionaron datos para respaldar el uso de una temperatura de la bandeja de secado
primario de -25°C después de la recoccion a -25°C durante 3 horas. Un procedimiento de secado secundario de dos
etapas da como resultado tortas con valores de humedad residual inferiores al 1%.

Experimental/disefio de estudio

Los estudios fueron disefiados para examinar simultaneamente el comportamiento térmico de las formulaciones y
comparar la estabilidad quimica de las formulaciones que se liofilizaron usando un ciclo conservativo. Las
formulaciones iniciales se prepararon con arginina 95 mM, 2% de sacarosa, 2% de manitol, y amortiguadores tris 10
mM o fosfato 10 mM a pH 7,8. Las formulaciones también contenian el ingrediente activo a 10 0 25 mg/ml (Tabla 8.1).

Tabla 8.1 Formulaciones iniciales preparadas con manitol a pH 7,8.

Formulacién ID Arginina Tris Fosfato (mM) Sacarosa Manitol (%) Antidoto r
(mM) (mM) (%) (mg/ml)
T™M1 95 10 2 2 10
T™2 95 10 2 2 25
PM1 95 10 2 2 10
PM2 95 10 2 2 25

Se colocaron partes alicuotas de la disolucién de farmaco descongelada en casetes de didlisis con membranas de
corte de peso molecular 3K (MWCO). Los casetes se colocaron en las disoluciones de amortiguador que contenian
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tris o fosfato con arginina, sacarosa y manitol. Cada casete que contenia la disolucion del farmaco se colocé en 2 litros
de disolucién de amortiguador y se dializ6 durante 4 horas. La disolucion de amortiguador se renov6 después de 2
horas, y las disoluciones se dializaron durante otras 4 horas o durante la noche a 2-8°C. Las disoluciones se retiraron
de los casetes de dialisis usando jeringas BD con agujas 18G, y se colocaron en tubos de filtracién centrifuga con
membranas de MWCO de 3K. Los tubos se centrifugaron a aproximadamente 3000 RPM durante 20 a 30 minutos, y
las concentraciones de las disoluciones se verificaron usando un espectrofotémetro NanoDrop 2000. Las disoluciones
se concentraron a mas de 10 mg/ml o 25 mg/ml y se diluyeron hasta las concentraciones apropiadas usando la
disolucién de amortiguador apropiada, y la concentracion de polisorbato se ajusté a 0,01% usando una disolucién de
polisorbato 80 al 1%. Las disoluciones se filtraron a través de filtros de jeringa de 0,22 pm, y se introdujeron en viales
de vidrio con forma de tubo de 3 ml, a 0,25 ml y 0,8 ml por vial. Las disoluciones se liofilizaron usando un ciclo
conservativo (Tabla 8.2), y se colocaron en estabilidad a 25°C y 40°C durante hasta 2 meses.

Tabla 8.2 Ciclo de liofilizacién conservativo usado para formulaciones que contienen manitol.

Etapa Detalles
Congelacién Eleve a 1°C/min hasta -40°C
Isotermia Mantenga a 120 min
Recoccién Eleve a 1°C/min hasta -25°C, mantenga durante 180 min
Secado primario -30°C, mantenga hasta que Pirani = CM
Secado secundario Eleve a 0,5°C/min hasta 40°C, mantenga hasta que Pirani = CM

Las muestras de cada disolucién antes de la liofilizacion se reservaron para el analisis térmico usando DSC y FDM.

Los analisis térmicos adicionales y los estudios de desarrollo del ciclo de liofilizacion se completaron usando las
disoluciones de amortiguador preparadas sin la proteina. Los experimentos se realizaron para determinar la
concentracion minima de arginina necesaria en la formulacién para solubilizar la proteina sin interferir con la
cristalizacion del manitol. El cliente realizé estudios de solubilidad para determinar la concentracién minima de arginina
necesaria para solubilizar la proteina. Baxter realiz6 experimentos para evaluar el efecto de la concentracion de
arginina y manitol sobre el comportamiento térmico, las condiciones del ciclo de liofilizacion, y el aspecto de la torta.
Las disoluciones de amortiguador contenian 10 mM de tris con 2% de sacarosa a pH 7,8. Las concentraciones de
arginina variaron de 95 mM a 9,5 mM, y las concentraciones de manitol variaron entre 2% y 5%.

Se identificaron buenos candidatos de formulacion basados en el comportamiento térmico, el aspecto de la torta, y los
datos de estabilidad acelerada a corto plazo. La formulacién propuesta para un mayor desarrollo contiene 10-25 mg/ml
de antidoto r, tris 10 mM a pH 7,8, arginina 45 mM, 2% de sacarosa, 5% de manitol y 0,01% de polisorbato 80. Los
primeros estudios usaron 0,2 ml a 1 ml por vial de 3 ml. El estudio de estabilidad inicial con una formulacién baja en
arginina se realiz6 con una concentracion de farmaco de 25 mg/ml, y se liofiliz con un ciclo conservativo. Las muestras
se colocaron en estabilidad a 25°C y 40°C durante hasta 3 meses.

Los ciclos realizados para confirmar el procedimiento usaron una disolucion de farmaco introducida en viales de 10 ml
a 5 ml por vial. Se usaron el mismo vial y el mismo volumen de llenado para estudiar el efecto del contenido de
humedad durante los estudios de secado secundario. Las formulaciones para estos estudios se prepararon usando
una disolucion de farmaco que se intercambié en el amortiguador apropiado usando una unidad de filtracion de flujo
tangencial (TFF) a escala de laboratorio. La unidad de TFF estaba equipada con una vasija de retencion para la
disolucién que estaba conectada al filtro de flujo tangencial con tubos. La vasija se llené con disolucion de farmaco,
se intercambi6 en el amortiguador apropiado, y se concentré hasta 10 a 25 mg/ml mediante filtracion a través de una
membrana de MWCO de 10 KDa. Se afnadié una cantidad suficiente de polisorbato 80 al 1% (PS80) para crear una
concentracién de PS80 al 0,01%. La disolucion final se filtr6 a través de un filtro de jeringa de 0,22 um o un sistema
de filtracién a vacio.

Los ciclos de liofilizacién examinaron parametros del procedimiento tales como la velocidad de rampa de enfriamiento
y la velocidad de rampa entre el secado primario y secundario, asi como la temperatura de la bandeja durante la
recoccion y el secado primario. Se realizé un estudio de humedad residual mediante la extraccion de muestras al
comienzo del secado secundario y después de 4, 8 y 10 horas a 40°C. Se realiz6 un segundo estudio retirando
muestras después de 8 horas a 40°C y después de 1y 2 horas a 50°C. Las muestras se analizaron para determinar
la humedad residual mediante el analisis de Karl Fischer, y el secado se consider6 completo cuando los valores de
humedad residual alcanzaron una meseta. El efecto de la humedad residual sobre la estabilidad de la formulacion se
ensayé retirando muestras a veces durante el secado secundario que correspondia a valores especificos de humedad
residual. Las muestras se colocaron en estabilidad a 40°C durante hasta 2 meses y a 50°C durante 1 semana.
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Se cred un espacio de disefno del ciclo de liofilizacion para la formulacion propuesta del medicamento que contiene 10
mg/ml de antidoto r, tris 10 mM, arginina 45 mM, 2% de sacarosa, 5% de manitol, y 0,01% de polisorbato 80 a pH 7,8.
La formulacién se introdujo en viales de vidrio de 10 ml con forma de tubo usando 5 ml de disolucion por vial. El
desarrollo del espacio de disefio requiere el conocimiento de la capacidad del equipo combinado con la temperatura
de colapso de la formulacion y el coeficiente de transferencia de calor para el vial. El coeficiente de transferencia de
calor para el vial se determiné usando el vial de vidrio exacto con forma de tubo usado para el producto, llenando los
viales con agua, y sublimando el hielo usando la temperatura de la bandeja destinada a secar el producto. Los datos
de temperatura del producto y flujo masico se recogieron mientras se variaba la presion de la cdmara de
aproximadamente 25 mTorr a aproximadamente 400 mTorr. Los datos de flujo masico se recogieron a cada presion
usando espectroscopia de absorcion laser de diodo sintonizable (TDLAS), y el cambio en el caudal masico con presion
se usa para calcular el coeficiente de transferencia de calor para el vial.

Resultados:
1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las disoluciones individuales de cada componente del amortiguador se prepararon y ensayaron usando DSC para
determinar la influencia de cada componente en el comportamiento térmico de la formulacién del amortiguador.
Tipicamente, el comportamiento térmico de la formulacion estéa dictado por el componente presente a la concentracion
mas alta. Los cambios en el comportamiento térmico pueden ocurrir con la adicién de otros excipientes o el farmaco.
Por ejemplo, la adicién de sales puede disminuir la Tg’ de los materiales amorfos en la formulacion. La formulacion
farmacoldgica propuesta contiene manitol. EI manitol se afade como excipiente a las formulaciones liofilizadas para
servir como agente de carga cristalizante. El manitol es amorfo cuando se congela inicialmente en una disolucién. Por
lo general, se incluye una etapa de recoccion durante la congelacion para alentar la cristalizacién del manitol para que
pueda proporcionar estructura a la torta. Otros excipientes y/o el ingrediente activo en una formulaciéon pueden prevenir
o retrasar la cristalizacion del manitol. Los estudios discutidos en esta seccion investigaron los efectos de tris, fosfato
y arginina en la cristalizacion del manitol y el comportamiento térmico de la disolucion.

Una disolucion de tris 10 mM preparada a pH 7,8 se enfrié a 1°C/min hasta -50°C (FIG. 2) usando DSC. El termograma
muestra la exotermia de cristalizacion para hielo comenzando a aproximadamente -20°C, seguido de la exotermia de
cristalizacién para tris a -32°C.

La exotermia de cristalizacién ya no esta presente cuando se incluye arginina 95 mM en la formulacion (FIG. 3). No
se observaron sucesos térmicos ademas de la endotermia de fusion del hielo dentro del intervalo de temperatura para
este estudio.

Se observa una Tg’ con un punto medio de aproximadamente -42°C cuando la formulacién de Tris 10 mM y arginina
95 mM contiene 4% de sacarosa. El punto medio de la Tg’ para sacarosa sola es tipicamente alrededor de -33°C. El
estudio demuestra que la mezcla de tris/arginina disminuye la Tg’ para sacarosa. Una disolucion con una Tg’ por
debajo de -40°C no es un buen candidato para la liofilizacion. Es dificil mantener una temperatura tan baja del producto
durante el secado primario. La adicién de un componente de cristalizacién, tal como el manitol, puede proporcionar
estructura y mejorar las posibilidades de liofilizacién siempre que el manitol cristalice antes del inicio del secado
primario.

Se afnadi6 manitol a la formulacién al 2% P/V, y la concentracion de sacarosa se redujo al 2%, de modo que el
contenido total de azlcar en la formulacion se mantuvo al 4%. Una disolucion preparada con tris 10 mM, 2% de
sacarosa, y 2% de manitol demuestra que el manitol comenzara a cristalizar a aproximadamente -20°C (FIG. 4). La
cristalizacién del manitol se evita cuando se afade arginina 95 mM a la disolucion (FIG. 5). El manitol no cristalizd
incluso cuando la disolucion congelada se recoci6 a -20°C durante hasta 5 horas (FIG. 6).

Se realiz6 el mismo conjunto de andlisis térmicos para disoluciones preparadas con fosfato de sodio 10 mM para
evaluar el efecto del amortiguador sobre el comportamiento térmico de la formulacién. El fosfato de sodio cristalizé
durante la etapa de enfriamiento (FIG. 7) cuando se preparé como una disolucién 10 mM a pH 7,8.

Una mezcla de fosfato de sodio 10 mM con arginina 95 mM y 4% de sacarosa exhibe una Tg’ con un punto medio a
aproximadamente -38°C.

Similar a las disoluciones de tris, las disoluciones de fosfato que contienen sacarosa y manitol exhiben una exotermia
de cristalizacion para manitol (FIG. 8). La exotermia de cristalizacion no se observa cuando se afiade arginina 95 mM
a la mezcla (FIG. 9). Similar a la formulacion preparada con tris, no se observo exotermia de cristalizacion para el
manitol, incluso cuando la formulacion de fosfato se recocié a -20°C durante 5 horas.

Los estudios demuestran que la adiciéon de arginina 95 mM a las formulaciones que contienen tris o fosfato disminuira
drasticamente la Tg’ para la sacarosa, y evitara la cristalizacién del manitol. Los datos demostraron que era necesario
un cambio en la formulacion para alentar la cristalizacion del manitol para una torta liofilizada exitosa. En el momento
de este estudio, los datos sugirieron que se necesitaba arginina 95 mM o citrato de 10 mM a 20 mM para mantener la
solubilidad de la proteina. Por lo tanto, los estudios se realizaron usando disoluciones que contienen citrato 10 mM o
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20 mM en tris 10 mM con 2% de sacarosa y 5% de manitol como alternativa a la arginina en la formulacién. Se aumento
la concentracion de manitol y se disminuyé la concentracién de sacarosa para aumentar la probabilidad de
cristalizacién de manitol. Los estudios que usan 2% de sacarosa con 5% de manitol junto con arginina se describen
mas adelante en este informe.

Las disoluciones que contienen citrato se recocieron a -25°C. Se observé una exotermia de cristalizaciéon con un inicio
de 24 minutos en citrato 10 mM a -25°C (FIG. 10), y un inicio de 30 minutos en citrato 20 mM a -25°C (FIG. 11).

2. Microscopia de liofilizacion (FDM)

Las formulaciones preparadas con fosfato 10 mM o tris 10 mM con antidoto r de 10 mg/ml, arginina 95 mM, 2% de
sacarosa, y 2% de manitol a pH 7,8 se examinaron usando FDM. Los experimentos realizados con la formulacion de
tris mostraron un inicio de colapso para la formulaciéon a aproximadamente -34°C cuando se recoci6 a -25°C durante
hasta 3 horas.

La formulaciéon que contenia fosfato 10 mM tenia una temperatura de colapso mas alta. Se observé una capa seca
consistente a -32°C, y se observo el inicio del colapso a -30°C.

Los datos de FDM sugieren que ambas formulaciones pueden liofilizarse usando condiciones que son susceptibles a
una produccion habitual. Esto no se correlaciona con los datos obtenidos mediante DSC. Los experimentos realizados
con FDM usan capas delgadas de disolucion entre dos cubreobjetos de vidrio en contacto directo con una etapa de
temperatura controlada. Estas condiciones sugieren una facilidad de secado y, por lo tanto, no se correlacionaron con
los datos de DSC, que se basaron en el ensayo subsiguiente dada su relevancia.

3. Liofilizacion y estabilidad

Las formulaciones de fosfato y tris preparadas con 10 mg/ml y 25 mg/ml de antidoto r, con arginina 95 mM, 2% de
sacarosa, y 2% de manitol a pH 7,8 se examinaron en estabilidad como disoluciones y muestras liofilizadas. Cada
disolucién se introdujo en viales de 3 ml, a 0,20 ml por vial. Una porcion de las muestras se almacené a 5°C y 25°C
durante hasta 2 semanas, y la otra porcién de las muestras se liofilizé usando un ciclo conservativo y se colocé en
estabilidad a 25°C durante hasta 3 meses y a 40°C durante hasta 2 meses.

Las muestras se recocieron a -25°C durante 1 hora antes de liofilizar a -30°C. El secado secundario se realiz6 también
usando condiciones conservativas con una temperatura de la bandeja de 20°C. Se usé un ciclo conservativo no
convencional debido a que se sabia poco sobre la sensibilidad de la proteina a la temperatura. El ciclo de liofilizacién
se complet6 en aproximadamente 21 horas. Los viales se sellaron con tapones antes de retirarlos del liofilizador, se
taparon y se colocaron en estabilidad.

Las tortas liofilizadas parecian aceptables sin evidencia de colapso, y se reconstituyeron rapidamente con agua
purificada. Un segundo estudio que usé las mismas formulaciones sin el farmaco se realizé simultdneamente para
asegurar que la cristalizacion del manitol, si ocurrié, no dio como resultado la rotura de los viales. Las formulaciones
de placebo se introdujeron en viales de 20 ml con 10 ml de disolucion cada uno. Una bandeja llena de viales se enfrié
hasta -40°C a 1°C/min, se mantuvo isotérmicamente durante 120 minutos, y después se elevé hasta -25°C a 1°C/min
durante 3 horas de recoccion. Un segundo conjunto de viales se enfrié hasta -25°C, se mantuvo isotérmicamente
durante 3 horas, se enfrié hasta -35°C, y después se transfiridé al secador que contenia la bandeja llena de viales.
Todos los viales se liofilizaron a -30°C y se secaron a 25°C para un secado secundario. Se observé colapso en viales
que contenian ambas formulaciones.

Esto sugiere que el manitol no cristalizd, y respalda la conclusion hecha durante el andlisis térmico usando DSC de
que la arginina estaba evitando la cristalizacién del manitol. Por lo tanto, los datos de DSC vy liofilizacién, dada su
relevancia para el desarrollo de la formulacion, en lugar de los resultados de FDM, se usaron para futuros
experimentos.

Los estudios descritos en el siguiente ejemplo se centraron en la reduccién de la arginina y su efecto sobre la
solubilidad de la proteina y la cristalizacion del manitol. Las formulaciones de fosfato y tris preparadas con arginina 95
mM descritas anteriormente permanecieron en estabilidad para proporcionar datos iniciales.

No se observé pérdida de concentracion en las muestras de disolucién cuando se almacenaron a 5°C y 25°C durante
hasta 2 semanas, y no hubo diferencia en la concentracion entre las muestras liquidas y liofilizadas a TO (FIG. 12y
13).

De manera similar, no se observaron pérdidas en la concentracién en ninguna de las formulaciones liofilizadas
almacenadas a 25°C durante hasta 3 meses (FIG. 14) o a 40°C durante hasta 2 meses.

Los datos de SEC muestran que no hubo pérdidas en el pico principal cuando las formulaciones de la disolucion se
almacenaron a 5°C durante hasta 2 semanas. El porcentaje del pico principal disminuy6 en mas de 1% en muestras
de 10 mg/ml y en mas de 3% en muestras de 25 mg/ml cuando se almacenan a 25°C durante hasta 2 semanas.
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Por lo tanto, aunque la estabilidad quimica de las formulaciones parece aceptable, los cambios en la formulacion
fueron necesarios debido a la pobre estabilidad fisica durante la liofilizacién. La pobre estabilidad fisica fue demostrada
por las tortas colapsadas observadas para la formulacién de placebo. Los datos de los experimentos de DSC sugieren
que disminuir la concentracion de arginina y aumentar la concentraciéon de manitol deberia alentar la cristalizacion del
manitol y mejorar la estabilidad fisica de la torta liofilizada.

Ejemplo 8. Efectos de las concentraciones de arginina y manitol sobre el comportamiento térmico y el aspecto
de las muestras liofilizadas

Este ejemplo se realiz6 para investigar los efectos de la concentracién de arginina y la concentracion de manitol sobre
el comportamiento térmico y el aspecto de la torta usando formulaciones de placebo. Los estudios se centraron en
formulaciones de placebo preparadas con un amortiguador tris. Se escogi6 el amortiguador tris debido a que es el
amortiguador usado para preparar la disolucién de farmaco a granel, y debido a que no hubo diferencia en la
estabilidad quimica de las muestras preparadas con tris y fosfato de sodio.

Los siguientes estudios examinaron el uso de un intervalo de concentracion de arginina de 9,5 mM a 95 mM y un
intervalo de concentracién de manitol de 2% a 5%.

1. Analisis térmico

El objetivo de los experimentos de analisis térmico era determinar las concentraciones de arginina y manitol que
estimulaban la cristalizacion del manitol sin aumentar sustancialmente la concentracion de sélidos en la formulacion.
Las altas concentraciones de solidos pueden aumentar la resistencia a la transferencia de masa durante la liofilizacion
y crear ciclos de liofilizaciéon excesivamente largos.

Las concentraciones de arginina se redujeron en la formulacion de tris 10 mM, 2% de sacarosa, 2% de manitol, y
0,01% de PS80, mientras se mantenia constante la concentracién de manitol. Las formulaciones se recocieron a -
15°C hasta -25°C durante hasta 5 horas para estimular la cristalizacién. La cristalizacién del manitol solo se observé
cuando la concentracién de arginina se redujo hasta 9,5 mM y la temperatura de recoccion fue -22°C o mayor. La
cristalizacién de manitol comenz6 al comienzo de la recoccién a -22°C (FIG. 15).

El inicio de la cristalizacién para manitol ocurre después de 30 minutos de recoccion a -25°C cuando la concentracion
se incrementa hasta 4% y la concentracién de arginina disminuye de 95 mM hasta 47,5 mM (FIG. 16). Se investigaron
las temperaturas de recoccion mas bajas debido a que se observaron cambios en el aspecto de las tortas liofilizadas
cuando la recoccidn se produjo a temperaturas mas altas. Los cambios en el aspecto incluyeron la contraccion de la
torta cuando la recoccion se realiz6 a -15°C.

La cristalizacién de manitol, cuando se usa una concentracioén de 2% en la formulacion, se retrasa o previene cuando
la concentracién de arginina es mayor que 47,5 mM. La concentracion maxima de arginina que se puede incluir en la
formulacion sin afectar la cristalizacién del manitol es 47,5 mM. Esta afirmacion se confirmé usando experimentos de
liofilizacion que se realizaron con la formulacién de placebo con 2% de manitol y arginina 47,5 mM, 71 mM u 85,5 mM.
Las muestras preparadas con arginina 47,5 mM fueron farmacéuticamente aceptables, pero las muestras preparadas
con mas arginina exhibieron colapso. Aumentar la concentracion de manitol puede aumentar la probabilidad de
cristalizacién. La recoccion de la disolucién congelada es necesaria para promover la cristalizacién al aumentar la
concentracion de manitol al 4% y al 5% cuando la concentracion de arginina fue mayor de 47,5 mM.

El manitol cristalizé facilmente en formulaciones que contenian 5% de manitol y arginina 47,5 mM. Una formulacion
que contenia tris 10 mM, arginina 47,5 mM, 2% de sacarosa, 5% de manitol, y 0,01% de PS80 se enfrié lentamente
hasta -40°C a 1°C/min (FIG. 17). La exotermia de cristalizacion para manitol se observé durante la etapa de
enfriamiento cuando la formulacién se enfrié a 1°C/min.

Una muestra de la formulacion se enfrié rapidamente (se enfrié a mas de 10°C/min) hasta -40°C, y después se recocid
a -25°C (FIG. 18). El manitol cristalizd después de 23 minutos cuando la disolucién se recoci6 a -25°C. Los
experimentos demuestran que el manitol cristalizara facilmente en la formulacién siempre que la concentracioén de
arginina sea inferior a 47,5 mM.

Los datos del analisis térmico respaldan que el manitol a una concentracién de 4% o mayor cristalizara facilmente en
un plazo razonable durante un procedimiento de liofilizacion si la concentracion de arginina es 47,5 mM o menos.

2. Liofilizacion

Se realizaron estudios de liofilizacion simultdneamente con experimentos de andlisis térmico. Se prepararon
disoluciones de placebo con tris 10 mM, arginina de 9,5 mM a 23,75 mM, 2% de sacarosa, y 2% a 4% de manitol, o
tris 10 mM con arginina 47,5 mM con o sin 4% de sacarosa. También se incluy6 una formulaciéon que contenia tris 10
mM, arginina 47,5 mM, 2% de sacarosa, y 5% de manitol. Las disoluciones se introdujeron en viales de 20 ml usando
3 ml de disolucion por vial. Se usé un ciclo de liofilizacién no convencional conservativo para determinar si se podian
producir tortas aceptables. Las muestras se enfriaron hasta -20°C a 1°C/min, se recocieron durante 3 horas, se
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enfriaron hasta -40°C a 1°C/min, y se mantuvieron durante 2 horas. El vacio se inici6 a 100 mTorr, y la temperatura
de la bandeja se elevo hasta -30°C a 0,5°C/min. Las muestras se mantuvieron a -30°C hasta que el valor del medidor
Pirani coincidié con el valor del manémetro de capacitancia (CM), y después se llevaron al secado secundario a 25°C
a 0,5°C/min. El secado secundario se completd cuando el valor del medidor Pirani coincidié con el valor de CM. El
secado primario se completd después de aproximadamente 30 horas, y el secado secundario requirié solo un par de
horas.

Las muestras preparadas con tris y arginina sola exhibieron colapso completo, y las que incluyeron 4% de sacarosa
exhibieron contraccion de la torta.

Todas las formulaciones que contenian arginina 47,5 mM o0 menos y 2% a 5% de manitol parecieron tortas aceptables.

Se incluyeron estudios para evaluar el efecto de la recoccién durante la rampa de enfriamiento usando un volumen de
llenado de 10 ml. Los estudios usaron muestras preparadas con tris 10 mM, 2% de sacarosa, con arginina 23,75 mM
y 47,5 mM, y 2% a 5% de manitol. La disolucién se enfrié a 1°C/min hasta -25°C, se mantuvo durante 3 horas, el vacio
se inicié a 100 mTorr, y la temperatura de la bandeja se aument6 hasta -20°C a 0,5°C/min. Las muestras se secaron
a -20°C, y la bandeja se calentd hasta 25°C para un secado secundario. Todas las muestras parecian aceptables sin
evidencia de colapso.

Se usaron las mismas formulaciones para examinar el efecto de la velocidad de enfriamiento en el aspecto de las
tortas liofilizadas. Un conjunto de muestras se enfrié hasta -25°C a 1°C/min y se recoci6 durante 3 horas. El segundo
conjunto de muestras se enfrid hasta -25°C a 5°C/min y se recoci6 durante 3 horas. Los conjuntos de muestras se
combinaron en un solo secador y se liofilizaron a -30°C para el secado primario, seguido de 25°C para el secado
secundario.

Todas las muestras parecian aceptables sin evidencia de colapso. Los datos respaldan que las velocidades de
enfriamiento entre 12C/min y 5°C/min no afectan el aspecto de las muestras.

Los estudios de solubilidad realizados por el cliente respaldaron que la proteina permaneceria soluble en la disolucion
si la concentracion de arginina fuera 36 mM o mayor en el intervalo de pH de 7,5 a 8,2. Se decidié usar una disolucién
que contenia arginina 45 mM debido a que aseguraria la solubilidad completa de la proteina y al mismo tiempo estaria
muy por debajo de la concentracidn que evitaria la cristalizacion del manitol. La concentracién de manitol se escogio
como 5% para asegurar que cristalizara facilmente durante el ciclo. Por lo tanto, el mejor candidato para la formulacién
fue tris 10 mM, 10 mg/ml o 25 mg/ml de antidoto r, arginina 45 mM, 2% de sacarosa, 5% de manitol, con 0,01% de
PS80 preparado a pH 7,8.

Los estudios de liofilizacién completados con disoluciones de placebo demostraron que se podian producir tortas
aceptables cuando la concentracion de arginina era 47,5 mM o menos con 2% de manitol o mas. Las disoluciones se
liofilizaron usando una temperatura de bandeja tan alta como -20°C sin evidencia de colapso. Las muestras se
recocieron a -20°C durante 3 horas durante la etapa de enfriamiento o después de la etapa de congelacion a -40°C
sin ningun efecto en el aspecto de las tortas. El enfoque conservativo y convencional es congelar primero las muestras
a -40°C seguido de una etapa de recoccion con secado primario. Este enfoque se escogié para el ciclo de liofilizacion.
El secado primario se realizé después de la etapa de recoccién a -20°C seguido de un aumento de la temperatura de
la bandeja a 0,5°C/min hasta 25°C para el secado secundario. Los posteriores estudios de desarrollo de liofilizacion
se centraron en la temperatura de la bandeja y duracion del secado secundario apropiadas.

Los objetivos para el desarrollo de la formulacion liofilizada incluyeron (1) concentracion de proteina de al menos 10
mg/ml; (2) estabilidad mejorada a 2-8°C; (3) tiempo de reconstitucion de < 5 min; y (4) procedimiento robusto de
liofilizacion.

Se realizaron varias rondas de cribado de formulacién para evaluar el efecto de las variables individuales sobre la
estabilidad de la proteina (tanto en forma de torta liofilizada como en disolucién) y la solubilidad a 5°C. Se us6 un ciclo
de liofilizacion conservativo durante el cribado de la formulacién. El desarrollo del procedimiento de liofilizacion se
realizé en paralelo.

Los ensayos demostraron que, en términos de concentracién de proteina, las disoluciones de mayor concentracion
(por ejemplo, 25 mg/ml) eran menos estables que las mas bajas (por ejemplo, 10 mg/ml) después de 2 dias a
temperatura ambiente (es decir, un mayor aumento en los agregados totales por SEC y en % de pico beta mediante
RP-HPLC). Se confirm6 que el pH 6ptimo para la estabilidad del antidoto r (producto liofilizado y en disolucion) era pH
7,80 £0,3.

No se observaron diferencias significativas en la estabilidad entre el amortiguador de tris y de fosfato en presencia de
otros componentes estabilizantes (es decir, sacarosa y arginina).

En términos de tipo de estabilizador y concentracion, tanto el 2% como el 4% p/p de sacarosa proporcionaron un buen
efecto estabilizador. Se requiere una concentracion de arginina de 236 mM para mantener la solubilidad del antidoto
ra =50 mg/mla 5°C, pH 7,80 £ 0,3.
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Un componente cristalino (agente de carga), manitol, a una concentracién de = 4% p/p (en presencia de tris 10 mM,
2% p/p de sacarosa, arginina 45 mM) fue importante para evitar el colapso de la torta durante el secado primario.
Ademas, la presencia de una pequefa cantidad de polisorbato 80 es critica para asegurar la estabilidad del antidoto r
en disolucién bajo condiciones de cizallamiento (agitacion a temperatura ambiente).

La composicién que se muestra a continuacion ejemplifica una disoluciéon adecuada para la liofilizacion.

Tabla 8.3 Composicién de antidoto r para inyeccion 50 mg/vial 2

Ingredientes Funcién Cantidad por unidad Concentracién _des_pués de la
reconstitucién
Antidoto r Ingrediente activo 50 mg 10 mg/ml
Tris (Trometamina) Amortiguador 6,1 mg 10 mM
Sacarosa Estabilizador 100 mg 2%
Manitol Agente de carga 250 mg 5%
Hidrocloruro de L-arginina Estabilizador 47,4 mg 45 mM
Acido clorhidrico Para ajustar el pH c.s. hasta pH 7,80 £ 0,1
Polisorbato 80 Tensioactivo y 0,5 mg 0,01% p/v
estabilizador
Agua para inyeccion ! Vehiculo c.s. hasta 5 ml 1
pH 7,8

' Eliminada durante la liofilizacién.

2 A reconstituir con 4,70 ml de agua estéril para inyeccion (SWFI).

La formulacién liofilizada mejora la estabilidad del producto farmacéutica de antidoto r, y puede almacenarse a 2-8°C.
La siguiente tabla compara las composiciones del producto farmacéutico liquido congelado y el producto farmacéutico
liofilizado reconstituido. Se presentan ejemplos de la composicién de un producto farmacéutico liofilizado de 100
mg/vial y 400 mg/vial y ejemplos de composiciones reconstituidas.

Tabla 8.4 Formulacion del producto farmacéutico liquido congelado de antidoto r, para inyeccién, 3 mg/mi

Ingredientes

Cantidad por vial

Cantidad (mg/ml)

Antidoto r 30 mg 3 mg/ml

Tris 12,1 mg 1,21 mg/ml (10 mM)
Hidrocloruro de L-arginina 200 mg 20,0 mg/ml (95 mM)
Sacarosa 400 mg 40,0 mg/ml (4% p/p)
Polisorbato 80 1,0 mg 0,1 mg/ml (0,01% p/p)

Agua para inyeccion

c.s.hasta10g

Disolucién de acido clorhidrico, 1N

c.s. hastapH=7,8

Disolucién de hidroxido de sodio, 1N

c.s. hastapH=7,8

pH

7,8+0,3

7,8+0,3
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Tabla 8.5 Formulacion del producto farmacéutico liofilizado de antidoto r, para inyeccién, 50 mg/vial

Ingredientes

Cantidad por vial

Cantidad (mg/ml) después de

reconstitucion
Antidoto r 50 mg 10 mg/ml
Tris 6,1 mg 1,22 mg/ml (10 mM)
Hidrocloruro de L-arginina 47,4 mg 9,48 mg/ml (45 mM)
Sacarosa 100 mg 20 mg/ml (2% p/p)
Manitol 250 mg 50 mg/ml (5% p/p)
Polisorbato 80 0,5mg 0,1 mg/ml (0,01% p/p)

Agua estéril para inyeccion

c.s. hasta 5 ml, eliminada durante el
procedimiento de liofilizacién

Acido clorhidrico

c.s.hastapH=7,8

pH

7,8+0,3

7,8+0,3

Tabla 8.6 Formulacion del producto farmacéutico liofilizado de antidoto r, para inyeccién, 100 mg/vial

Ingredientes

Cantidad por vial

Cantidad (mg/ml) después de

reconstitucion
Antidoto r 100 mg 10 mg/ml
Tris 12,1 mg 1,22 mg/ml (10 mM)
Hidrocloruro de L-arginina 94,8 mg 9,48 mg/ml (45 mM)
Sacarosa 200 mg 20 mg/ml (2% p/v)
Manitol 500 mg 50 mg/ml (5% p/v)
Polisorbato 80 1,0 mg 0,1 mg/ml (0,01% p/v)

Agua estéril para inyeccion

c.s. hasta 10 ml, eliminada durante el
procedimiento de liofilizacién

Acido clorhidrico

c.s.hastapH=7,8

pH

7,8+0,3

7,8+0,3

Tabla 8.7 Formulacion del producto farmacéutico liofilizado de antidoto r, para inyeccién, 400 mg/vial

Ingredientes Cantidad por vial Cantidad (mg/ml) después de
reconstitucién (40 ml total)

Antidoto r 400 mg 10 mg/ml

Tris 12,1 mg 0,30 mg/ml (2,5 mM)

Tris HCI 15,8 mg 0,39 mg/ml (2,5 mM)

Hidrocloruro de L- 189,6 mg 4,7 mg/ml (22,5 mM)

arginina

Sacarosa 400 mg 10 mg/ml (1% p/v)
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Ingredientes Cantidad por vial Cantidad (mg/ml) después de
reconstitucién (40 ml total)

Manitol 1000 mg 25 mg/ml (2,5% p/v)

Polisorbato 80 2,0 mg 0,1 mg/ml (0,01% p/v)

Agua estéril para c.s. hasta 20 ml, eliminada durante el

inyeccion procedimiento de liofilizacién

pH 7,8+£0,3 7,8+0,3

La microscopia de liofilizacion se realiz6 en dos formulaciones diferentes. Se dispensaron aproximadamente 0,15 ml
de disolucién en una celda de vidrio que se colocé en una etapa de liofilizacién a temperatura controlada. Se colocaron
termopares en el fondo y el centro de la celda para monitorizar las temperaturas de la muestra. El liquido se enfrié a
una velocidad de 0,5°C/min hasta -50°C, se recoci6 a -20°C durante 1 hora, y se volvié a congelar hasta -50°C. La
camara se vacio y se calenté a una velocidad de 0,5°C/min. En base a esta temperatura de colapso, las combinaciones
de temperaturas de liofilizacién y presiones que dan como resultado temperaturas del producto por debajo de la
temperatura de colapso produciran una torta sin colapso. Por ejemplo, se podrian usar temperaturas de producto de
hasta 20°C con 100 mTorr para producir una torta sin colapso.

Formulacién Temperatura de colapso (°C)

Antidoto r 10 mg/ml, Tris 10 mM, L-Arginina HCI 45 mM, 2% p/v de sacarosa, 5% | -15
p/v de manitol, 0,01% de polisorbato 80, pH 7,8

Antidoto r 20 mg/ml, Tris 10 mM, L-Arginina HCI 45 mM, 2% p/v de sacarosa, 5% | -14
p/v de manitol, 0,01% de polisorbato 80, pH 7,8

Después de la reconstitucion, el antidoto r para inyeccion con SWFI, 50 mg/vial, tiene un pH de 7,8, con una
osmolalidad de 0480 mOsm/kg. Por lo tanto, el DP reconstituido es aceptable para la administracién intravenosa.

El antidoto r BDS se formula a 3,0 mg/ml en Tris 10 mM, pH 7,8 £ 0,3, 4% de sacarosa, arginina 95 mM, y se almacena
congelado a -60°C o mas frio. La fabricacion de antidoto r para inyeccion consiste en la descongelacion y reunion del
antidoto r BDS 3 mg/ml, ultrafiltracién/diafiltracion contra el amortiguador de formulacion (tris 10 mM, 2% de sacarosa,
5% de manitol, 45 ml de arginina HCI, pH 7,8) hasta una concentracion final de 10 mg/ml, la adicion de polisorbato 80
hasta 0,01% p/p, llenado aséptico, liofilizacién, taponado, tapado y etiquetado en el sistema de cierre del contenedor
de antidoto r para inyeccion.

El procedimiento de fabricacién de antidoto r para inyeccién usa procedimientos que se desarrollaron para la
produccion de otros productos farmacéuticos liquidos estériles. El método de esterilizacién usado para producir
antidoto r para inyeccién es una filtracién de 0,2 um. El antidoto r es labil al calor; por lo tanto, la filtracion de 0,2 pm
es el medio mas apropiado para producir antidoto r estéril para inyeccion.

El procedimiento de liofilizacion se desarroll6 usando un enfoque racional basado en la comprension de la naturaleza
fisica de los componentes de la formulacion en diferentes etapas del ciclo de liofilizacion. Se usaron métodos de
caracterizacion térmica que incluyen calorimetria diferencial de barrido (DSC) y microscopia de liofilizacién (FDM) para
medir Tg’ (temperatura de transicion vitrea del concentrado congelado) y Tc (temperatura de colapso durante el secado
primario). El ciclo que se muestra en la tabla a continuacién se seleccion6 para la liofilizacién del lote prototipo J7128.
La etapa de recoccién permite la cristalizacion del manitol para asegurar que la temperatura del producto no caiga por
debajo de la temperatura de colapso durante el secado primario. La temperatura de secado primario se seleccioné
para evitar el colapso de la torta con una duracion razonable de secado primario. La condicién de secado secundario
de 2 etapas se desarroll6 para producir un DP liofilizado con un nivel de humedad de <1% (véase, por ejemplo, la
Tabla 6).
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién acuosa, que comprende de 10 mM a 55 mM de arginina, de 1% a 3% de sacarosa (p/v), de 2% a
8% de manitol (p/v), y al menos 5 mg/ml de un polipéptido bicatenario que comprende una primera cadena que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 4, una segunda cadena que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO. 5, y un enlace de disulfuro entre un primer resto de cisteina en la posicién 98 (Cys98) de
SEQ ID NO. 4 y un segundo resto de cisteina en la posicién 108 (Cys108) de SEQ ID NO. 5, en la que la formulacién
tiene un pH de 7,5 a 8.

2. La formulacién acuosa de la reivindicacion 1, que comprende al menos 10 mg/ml del polipéptido bicatenario, de 40
mM a 50 mM de arginina, de 1,5% a 2,5% de sacarosa (p/v), y de 4,5% a 5,5% de manitol (p/v).

3. La formulacién acuosa de la reivindicacion 2, que comprende al menos 18 mg/ml del polipéptido bicatenario.

4. La formulacién acuosa de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el polipéptido bicatenario comprende un
resto de aminoacido que se modifica para ser diferente de los aminoacidos naturales.

5. La formulaciéon acuosa de la reivindicacion 4, en la que la modificacion es el resto Asp29 de la primera cadena
modificado a (3R)-3-hidroxiAsp en Asp29.

6. La formulacion acuosa de la reivindicacion 1, que comprende alrededor de 45 mM de arginina, alrededor de 2% de
sacarosa (p/v), alrededor de 5% de manitol (p/v), y alrededor de 10 mg/ml o0 20 mg/ml del polipéptido bicatenario, en
la que la formulacion tiene un pH de aproximadamente 7,8.

7. Un método para preparar una formulacién liofilizada, que comprende liofilizar la formulacién acuosa de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

8. Una composicidn liofilizada:
(i) obtenible liofilizando la formulacién acuosa de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7; 0

(ii) que comprende al menos 10% (p/p) de un polipéptido bicatenario que comprende una primera cadena de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 4, una segunda cadena de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO. 5, y un enlace de disulfuro entre un primer resto de cisteina en la posicién 98 (Cys98) de SEQ ID NO. 4 y un
segundo resto de cisteina en la posicion 108 (Cys108) de SEQ ID NO. 5, y L-arginina HCl:sacarosa:manitol en una
relacién en peso del intervalo (0,5-1,4):(1-3):(2-8).

9. La composicion liofilizada de la reivindicacion 8(ii):
(i) que comprende al menos 18% (p/p) del polipéptido bicatenario;

ii) en la que la relacién en peso de L-arginina HCl:sacarosa:manitol esta en el intervalo de (0,9-1):(1,5-2,5):(4,5-
5,5);0

(iii) en la que L-arginina HCl:sacarosa:manitol tiene una relacion en peso de alrededor de 0,95:2:5.

10. Una composicion liofilizada de una cualquiera de las reivindicaciones 8-9, para uso en un método para reducir la
hemorragia en un sujeto sometido a terapia anticoagulante con un inhibidor del factor Xa, que comprende administrar
al sujeto una disolucion preparada disolviendo la composicion liofilizada en un disolvente acuoso.

11. La composicién liofilizada para uso de la reivindicacién 10, en la que el inhibidor del factor Xa es apixaban,
rivaroxaban o betrixaban.

12. Una formulacion acuosa de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, para uso en un método para reducir la
hemorragia en un sujeto sometido a terapia anticoagulante con un inhibidor del factor Xa, que comprende administrar
al sujeto una cantidad eficaz de la formulacion.

13. La formulacion acuosa para uso de la reivindicacion 12, en la que el inhibidor del factor Xa es apixaban, rivaroxaban
o0 betrixaban.
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