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DESCRIPCION
Composicién farmacéutica que comprende plasminégeno y usos de este

Campo de la invencién

La presente invencion se relaciona con el campo de la medicina. Mas particularmente, la invencién se refiere
a una composicién farmacéutica que comprende plasminégeno y a los usos terapéuticos de este.

Antecedentes de la invencién

El plasminégeno es un zimdégeno de plasmina tal como se muestra en la Figura 1A. La secuencia de
aminoécidos del precursor de plasmindgeno humano se muestra en la Figura 1B. El plasmin6geno humano
contiene 791 aminoacidos (precursor = 810 aminoacidos) con un peso molecular de alrededor de 90 kDa y un
p! de aproximadamente 7,0, aunque la glicosilacién diferencial y/o la eliminacién del péptido de activacién del
extremo N pueden producir un intervalo de pl de 6,2 a 8,0. Es una proteina de cadena simple con 24 puentes
disulfuro intercatenarios, 5 dominios kringle (implicados en la unién a la fibrina y al inhibidor a2-antiplasmina),
un dominio de serina proteasa (P), y un péptido de activacion (AP, por su sigla en inglés) que consiste en los
primeros 77 aminoacidos. Existe un sitio de glicosilacién enlazado a N y un sitio enlazado a O, aunque se ha
identificado un segundo sitio enlazado en O (Goldberg, 2006). Aproximadamente 70 % del plasminégeno en
circulacion contiene Unicamente glicosilaciéon enlazada a O mientas que el resto contiene tanto el azlcar
enlazado a O como a N.

El plasminégeno natural se produce de dos maneras principales, Glu-Plasminégeno (Glu-Pg) y Lys-
Plasminégeno (Lys-Pg), designados por el aminoacido del extremo N de 4cido glutdmico o lisina. Glu-Pg esta
compuesto de la secuencia de aminoéacidos completa designada por la secuencia génica (que excluye el
péptido de activacion), mientras que Lys-Pg es el resultado de una escisidn del Glu-Pg entre Lys-77 y Lys-78
(subrayado en la Figura 1B). La vida media de circulacién de Lys-Pg es considerablemente mas corta que la
de Glu-Pg (2-2,5 dias para Glu-Pg, 0,8 dias para Lys-Pg). Glu-Pg es la forma dominante de Pg presente en el
plasma con muy poco Lys-Pg detectado en la circulacidn (Violand, B.N., Byrne, R., Castellino F.J. (1978) The
effect of a-, w-Amino Acids on Human Plasminogen Structure and Activation. J Biol Chem. 253 (15): 5395-
5401; Collen D, Ong EB, Johnson AJ. (1975) Human Plasminogen: In Vitro and In Vivo Evidence for the
Biological Integrity of NHz-Terminal Glutamic Acid Plasminogen. Thrombosis Research. 7 (4):515-529).

El plasminégeno se sintetiza en el higado y se segrega en el plasma. El plasmindgeno se distribuye a través
del cuerpo y cuando se dan las condiciones para la activacién, la proenzima plasminégeno se convierte en la
enzima activa, plasmina, mediante el activador tisular del plasminégeno (t-PA) o mediante el activador del
plasmindgeno tipo uroquinasa (u-PA). Luego, la plasmina degrada la fibrina y convierte las metaloproteinasas
de matriz latente (pro-MMP) en MMP activas, que a su vez, degrada adicionalmente la matriz extracelular
(ECM) como parte del proceso de remodelacién/cicatrizacién del tejido. La activacién del plasminégeno
mediada por t-PA esta implicada principalmente en la homeostasis de la fibrina, mientras que la generacién de
plasmina mediante u-PA, que forma un complejo con su receptor u-PAR, tiene una funcién importante en la
remodelacion tisular.

La plasmina ha sido estudiada para determinar su uso potencial para la depuracién de oclusiones trombéticas
en dispositivos artificiales e injertos de hemodialisis, y para el tratamiento del desprendimiento del vitreo
posterior (PVD) (US 6,969,515; US 2010/0104551).

Se investiga al plasminégeno por sus indicaciones terapéuticas tales como cicatrizacién de heridas,
cicatrizacién de una perforacibn en la membrana del timpano, cicatrizacién de heridas periodontales,
enfermedades infecciosas, salud bucal, Ulcera diabética, indicaciones de trombosis, tales como trombosis
coronaria, lesién por reperfusién en tejidos, isquemia, infarto, edema cerebral, mejora de la microcirculacién, y
modulacién de las vias complementarias (US 8,637,010; US 8,679,482; US 8,318,661; WO 95/12407;
EP 0,631,786). Como tal, dicho plasminégeno no se encuentra disponible en el mercado farmacéutico como
farmaco actualmente.

Histéricamente, Lys-Pg se comercializé farmacéuticamente por un periodo de tiempo con fines hematolégicos
y no se ha utilizado con fines cientificos 0 médicos desde 2000. Una formulacién de Lys-Pg se describe en
Schott et al., 1998, The New England Journal of Medicine, Vol. 339, No. 23, pp. 1679-1686). Mientras que el
Lys-Pg se investigé y utilizé con fines clinicos para el tratamiento de la conjuntivitis lefiosa, una manifestacién
clinica de la afeccién subyacente hipoplasminogenemia (deficiencia de plasminégeno tipo I). Por lo tanto, se
ha estudiado la administracién sistémica de concentrados de Lys-Pg. Kraft et al. (Kraft J, Lieb W, Zeitler P,
Schuster V. (2000) Ligneous conjunctivitis in a girl with severe type | plasminogen deficiency. Graefes Arch Clin
Exp Ophthalmol. 238(9):797-800) explicé que las infusiones diarias de Lys-Pg en un nifioc con
hipoplasminogenemia grave dieron como resultado la resolucién parcial de las pseudomembranas
conjuntivales. Schott et al. (1998) explicé que, en un nifio de 6 meses, el tratamiento con una preparacidén de
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Lys-Pg como infusién continua y luego mediante inyecciones diarias de bolo, provocaron la regresién total de
la conjuntivitis leflosa dentro de 4 semanas y normalizaron las secreciones hiperviscosas en el tracto
respiratorio asi como la cicatrizacién de heridas en la piel. Schuster et al (Schuster V, Hugle B, Tefs K (2007)
Plasminogen deficiency. J Thromb Haemost 5(12):2315-2322) indicd que los niveles de plasminégeno en
pacientes con hipoplasminogenemia homocigota o heterocigota compuesta (la presencia de alelos mutantes
diferentes en locus génico particular, uno en cada cromosoma de un par) oscila de <1 a 9 mg/dL para los
niveles en plasma de antigeno de plasminégeno y de <1 % a 51 % para la actividad funcional de plasminégeno.
Es importante observar que la mayoria de estos pacientes tienen algun nivel de actividad de plasminégeno
residual. Por lo tanto, se espera que el reemplazo de plasminégeno sea eficaz, ya que es una proteina
endbgena y no se espera que tenga problemas de inmunogenicidad o actividad fibrinolitica. Aunque se han
documentado claramente concentrados de plasmindgeno sistémicos o tépicos como terapia eficaz que provoca
la resolucién y evita que se formen nuevas lesiones (Watts, P, Suresh P, Mezer E, Ells A, Albisetti M, Bajzar L,
Marzinotto V, Andrew M, Massicotle P, Rootman D (2002) Effective treatment of ligneous conjunctivitis with
topical plasminogen. Am J Ophthalmol 133(4):451-455, Heidemann DG, Williams GA, Hartzer M, Ohanian A,
Citron ME (2003) Treatment of ligneous conjunctivitis with topical plasmin and topical plasminogen. Cornea
22(8):760-762; and Schott, 1998), no se encuentra comercialmente disponible ninglin producto de
plasmindgeno no purificado para la terapia tépica o sistémica.

Solo muy recientemente, se han llevado a cabo ensayos clinicos para utilizar Glu-Pg para el tratamiento de la
deficiencia de plasminégeno tipo | (identificador de ClinicalTrials.gov: NCT02312180) y una de sus
manifestaciones clinicas, la conjuntivitis lefiosa, utilizando gotas para los ojos localizadas de Glu-Pg
(identificador de ClinicalTrials.gov: NCT01554956).

Las proteinas se pueden estabilizar al cambiar sus caracteristicas estructurales (internamente) y/o al controlar
los componentes en contacto con estas (externamente). Algunas proteinas han presentado desafios
particulares con respecto al manejo y el comportamiento en formulaciones farmacéuticas debido a sus
caracteristicas fisico-quimicas, que, desafortunadamente, a menudo provocan inestabilidad estructural. Estas
pueden someterse a varias degradaciones tal como se ejemplifica a continuacion: 1) procesos quimicos que
provocan la formacién de impurezas relacionadas, que pueden implicar hidrélisis, reacciones de oxidacién,
deamidacidn, o predisposiciones estructurales tales como truncamientos intramoleculares o iso-asp 0 2) un
proceso fisico que produce agregacidn/polimerizacién, generando de ese modo alteraciones estructurales que
pueden tener un impacto sobre la actividad biolégica y mejorar potencialmente la inmunogenicidad.

El desarrollo de la formulaciéon generalmente se refiere a un proceso en el cual un ingrediente farmacéutico
activo (API) logra un grado suficiente tal que puede convertirse en una sustancia farmacoldgica
farmacéuticamente aceptable. Debe realizarse la caracterizacién biofisica de sustancias farmacolégicas para
confirmar que la estructura biolégicamente activa correctamente plegada se encuentra presente. Se pueden
utilizar varias técnicas espectroscédpicas (Fluorescencia, CD, DSC, DLS, etc.) para examinar la estructura
terciaria de las proteinas en solucién y para evaluar la estabilidad y el efecto de las diferentes condiciones de
formulacién en la estructura de la proteina. (Volkin, D.B. et al. “Preformulation studies as an essential guide to
formulation development and manufacture of protein pharmaceutical.” Development and manufacture of protein
pharmaceuticals. Edited by Steve L. Nail and Michael J. Akers , Kluwer Academic 2002 Chapter 1, page 1-39;
Cheng, W. et al. “Comparison of High-Throughput Biophysical Methods to Identify Stabilizing Excipients for a
Model IgG2 Monoclonal Antibody: Conformational Stability and Kinetic Aggregation Measurements” Journal of
Pharmaceutical Sciences, Vol. 101, No 5, page 1701-1720, 2012). Ademés a menudo |a industria farmacéutica
confirma la integridad estructural del API al realizar un ensayo biolégico para la liberacién de la sustancia
farmacolégica. De forma conjunta, se confirma que la formulacién preferida no se ha modificado de manera
inadvertida por la formulacién. El plasmindégeno es una proteina que se utiliza principalmente en la preparacién
de plasmina para indicaciones de trombélisis tal como trombosis coronaria, depuracién de oclusiones
trombéticas en dispositivos artificiales e injertos de hemodialisis, y para lesiones a tejidos por reperfusién, el
tratamiento de la isquemia, infarto, edema cerebral o para mejorar la microcirculacién (WO 95/12407;
US 6,969,515; EP 0,631,786).

También se ha descubierto que la administracion de plasminégeno es til en varias indicaciones terapéuticas
tales como indicaciones de trombdlisis en sujetos con deficiencia de plasminégeno, tal como trombosis
coronaria, tratar una lesién de tejido por reperfusion, tratar la isquemia, infarto, edema cerebral, para mejorar
la microcirculacion, cicatrizar una herida, cicatrizar una perforacién en la membrana del timpano, cicatrizar una
herida periodontal, , tratar una enfermedad infecciosa, , la salud bucal, Ulcera diabética, sujetos con deficiencia
de plasminégeno y modulacién de las vias complementarias (WO 95/12407; EP 0,631,786 US 8,637,010;
US 8,679,482; US 8,318,661).

Se encuentran varios desafios cuando se formula el plasminégeno. Algunos problemas son causados por la
contaminacién de la plasmina de la formulacién de plasminégeno, que degrada el plasmindégeno. Se han
utilizado varios enfoques para evitar la degradacién del plasmindgeno, que incluyen la adicién de aprotinina,
lisina, fluoruro de fenilmetanosulfonilo, inhibidor de la tripsina de la soja, inhibidor de la serina proteasa
(US 4,177,262; US 4,361,653, US 5,304,383).
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Otras dificultades estan representadas por la turbidez o la presencia de sustancias filamentosas cuando el
plasmindgeno se disuelve en un solvente acuoso. Para superar esta desventaja, se ha propuesto combinar
plasmindgeno, por ejemplo, con un tensioactivo no iénico o con una mezcla de sacarosa, aminoacido y
albimina (WO 94/15631).

El documento US 4,297,344 divulga una composicién de plasmindgeno que comprende un aminoacido, en
particular glicina, en combinacién con un carbohidrato, en particular sacarosa/sacarosa.

No existe ninguna formulacidén comercial de Glu-Pg para uso terapéutico en humanos. Las Unicas
formulaciones de Glu-Pg que se conocen son Unicamente con fines de investigacion.

Existe la necesidad de desarrollar una composicién farmacéutica de plasminégeno.

Breve compendio de la invencién

El alcance de la invencidn se define en las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripcién a métodos
de tratamiento se refiere a los productos de la presente invencioén para su uso en un método de tratamiento.

La presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica como se define en la reivindiaciones 1.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1A es un esquema de la estructura primaria del plasminégeno que muestra sus dominios kringle, el
sitio de escisién de la plasmina y el sitio de unién a la estreptoquinasa.

La Figura 1B muestra la secuencia de aminoécidos del precursor de plasminédgeno humano. La secuencia de
la forma madura se encuentra en negritas, y los dos residuos de lisina entre los cuales hay una escisién para
generar Lys-Pg se encuentran subrayados.

La Figura 2 es una fotografia de un vial que contiene el placebo (sin Pg) de la Formulacién 1 luego de la
liofilizacion.
La Figura 3 es una fotografia de un vial que contiene la Formulaciéon 1 (descrita en la Tabla 1A) luego de la
liofilizacion.
La Figura 4 es una fotografia de un vial que contiene el placebo (sin Pg) de la Formulacién 2 luego de la
liofilizacion.
La Figura 5 es una fotografia de un vial que contiene la Formulacién 2 (descrita en la Tabla 1A) luego de la
liofilizacion.
La Figura 6 es una fotografia de un vial que contiene el placebo (sin Pg) de la Formulacién 3 luego de la
liofilizacion.
La Figura 7 es una fotografia de un vial que contiene la Formulaciéon 3 (descrita en la Tabla 1A) luego de la
liofilizacion.
La Figura 8 es una fotografia de un vial que contiene el placebo (sin Pg) de la Formulacién 4 luego de la
liofilizacion.
La Figura 9 es una fotografia de un vial que contiene la Formulacién 4 (descrita en la Tabla 1A) luego de la
liofilizacion.
La Figura 10 es una fotografia de un vial que contiene el placebo (sin Pg) de la Formulacién 5 luego de la
liofilizacion.
La Figura 11 es una fotografia de un vial que contiene la Formulacién 5 (descrita en la Tabla 1A) luego de la
liofilizacion.
La Figura 12 es una imagen de viales de la composicién liofilizada n.° F0498, que contiene 20 mg/ml de

plasmindgeno en Tris-HCI 10 mM, NaCl 35 mM, pH 8,0 y arginina 28,5 mM (0,5 %).

La Figura 13 es una imagen de viales de la composicién liofilizada n.° F0449, que contiene 10 mg/ml de
plasmindgeno en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5 %) y manitol 54 mM (1 %).
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La Figura 14 es una imagen de viales de la composicién liofilizada n.° F0459, que contiene 20 mg/ml de
plasmindgeno en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5 %) y manitol 54 mM (1 %).

La Figura 15 es una fotografia de viales que contienen 5 mg/ml de plasminégeno en agua (Muestra 0), en
amortiguador de citrato de sodio 10 mM pH 6,5 (Muestra 1), amortiguador de fosfato de sodio 10 mM pH 7,2
(Muestra 2) y amortiguador de Tris-HCI 10 mM pH 8,0 (Muestra 3) ademas de los estandares de turbidez de
0,02, 20, 100, 800 NTU respectivamente.

La Figura 16 es una fotografia de los mismos viales que se muestran en la Figura 12, con la excepcién de que
se ha agregado NaCl 35 mM y Arg 28,5 mM (0,5 %) a las Muestras 1,2 y 3.

Las Figuras 17, 18 y 19 son gréficas que muestran la turbidez durante un periodo de 4 horas para
composiciones que contienen 10 mg de plasminégeno, NaCl 35 mM con glicina, arginina, alanina al 0,5 % y
sin aminoacidos, a pH 6,5 en amortiguador citrato de sodio (Figura 17), pH 7,2 en amortiguador fosfato de
sodio (Figura 18) y a pH 8,0 en amortiguador Tris (Figura 19).

Las Figuras 20, 21 y 22 son gréaficas que muestran la turbidez durante un periodo de 4 horas para
composiciones que contienen 10 mg de plasminégeno, NaCl 35 mM, manitol al 0,5 % con glicina, arginina,
alanina al 0,5 % y sin aminoécidos, a pH 6,5 en amortiguador citrato de sodio (Figura 20), pH 7,2 en
amortiguador fosfato de sodio (Figura 21) y a pH 8,0 en amortiguador Tris (Figura 22).

Descripcion detallada de la invencién

La composicién farmacéutica segun la invencién tiene un pH de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 8,0;
mas preferiblemente de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 8,0; y aln més preferiblemente de
aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5

La presente invencién concierne una composiciéon farmacéutica con un aumento de potencia. La presente
invencién concierne una composicién farmacéutica, que tiene un conteo de particulas de 10 pm o mayor, que
es menor que 6000 particulas cada 100 mL de composicién, o menor que 5000 particulas cada 100 mL de
composicién, o menor que 4000 particulas cada 100 mL de composicién, o menor que 3000 particulas cada
100 mL de composicién, o menor que 2000 particulas cada 100 mL de composicidn o menos que 1000
particulas cada 100 mL de composicién. En una realizacién de la presente invencién, el conteo de particulas
permanece bajo luego de la liofilizacién y reconstitucién. En una realizacién de la presente invencién, las
repetidas preparaciones de la misma composicién no genera variaciones en el conteo de particulas.

El plasmin6geno es una proenzima que se convierte en enzima activa, plasmina, mediante el activador tisular
del plasminégeno (t-PA) o mediante el activador del plasminégeno tipo uroquinasa (u-PA). Luego, la plasmina
degrada la fibrina y convierte las metaloproteinasas de matriz latente (pro-MMP) en MMP activas, que a su
vez, degrada adicionalmente la matriz extracelular (ECM) como parte del proceso de
remodelacién/cicatrizacién del tejido. Tal como se usa en la presente, el término “variante biolégicamente
activa” se refiere a un polipéptido de plasmindgeno mutado que retiene la actividad biolégica del plasminégeno
natural es decir, la capacidad de convertirse en un polipéptido de plasmina (mediante t-PA y/o u-PA) que es
capaz de degradar la fibrina y de convertir las metaloproteinasas de matriz latente (pro-MMP) en MMP activas.
Las variantes biolégicamente activas pueden exhibir una actividad biolégica (por ejemplo, actividad enzimética
de la plasmina resultante) que es menor, mayor o similar a la de un polipéptido de plasminégeno natural. En
las realizaciones, la variante tiene al menos 90 o 95 % de identidad de secuencia con un polipéptido de
plasmindgeno natural. Las variantes de plasmindégeno biolégicamente activas se describen, por ejemplo, en
WO2012/093132, WO2013/024074 y en Wang et al. (1995, Protein Science 4, 1758-1767), e incluyen las
variantes truncas de plasminégeno a las cuales se hace referencia cominmente como "midiplasminégeno”,
"miniplasminégeno", "microplasminégeno" y "delta-plasmin6geno” que carecen de uno o méas dominios kringle
y/o partes de estos. En una realizacién, el plasminégeno es plasminégeno humano. En una realizacién
adicional, la composiciéon comprende un plasminégeno humano natural. El plasminégeno puede obtenerse de
diversas fuentes. Puede obtenerse por sintesis recombinante o extraerse/purificarse de la sangre, el plasma o
una solucién derivada de la sangre. El plasminégeno puede extraerse de la sangre o el plasma mediante
fraccionamiento de Cohn o mediante precipitacién. El plasminégeno puede purificarse a partir del plasma o
una solucién derivada de la sangre mediante cromatografia de afinidad de unién, tal como el método que se
describe en WO 2006/120423, o producirse de forma recombinante.

En una realizacién, el plasminégeno o variante biol6gicamente activa de este se presenta en una concentracién
de alrededor de 0,01 mg/ml a alrededor de 80 mg/ml; preferentemente alrededor de 1 mg/ml a alrededor de 60
mg/ml; preferentemente de alrededor de 5 mg/ml a alrededor de 60 mg/ml; preferentemente alrededor 5 mg/ml
a alrededor de 40 mg/ml; preferentemente alrededor 2 mg/ml a alrededor de 30 mg/ml, mas preferentemente
de alrededor 2 mg/ml a alrededor de 20 mg/ml, y alin mas preferentemente alrededor de 80, 70, 60, 50, 40, 30,
25, 20, 15, 14,13, 12,11, 10,9, 8,7,6,5,4,3,2,1,0,5, 0,1, 0,05 0 0,01 mg/ml.
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En una realizacién de la presente invencion, el plasminégeno o variante biolégicamente activa de este
comprendido en la composicién farmacéutica tiene una pureza de mas que alrededor de 80 %, o mas que
alrededor de 90 %, o mas que alrededor de 95 %, o mas que alrededor de 98 %. El término “alrededor de”
hace referencia a una variacién de valor de mas o menos 10 %.

El pH de la composicién de la presente es de alrededor de 5,0 a alrededor de 8,0; de alrededor de 6,0 a
alrededor de 8,0; o de alrededor de 6,5 a alrededor de 7,5. En realizaciones, el pH de la composicién de la
presente puede ser de alrededor de 5,0, 5,5, 6,0,6,1,6,2,6,3,6,4,6,5,6,6,6,7,6,8,69,7,0,71,72,73,74,
7,5 u 8,0. Para mantener la composicién a dicho pH, la composicién de la presente preferentemente comprende
un amortiguador. Se pueden utilizar varios amortiguadores dentro del alcance de la presente invencién, lo que
incluye los siguientes amortiguadores en funcién del pH deseado (sblo las composiciones con un pH de
aproximadamente 5,0 a 8,0 se ajustan a las reivindicaciones):

Amortiguador pH deseado

Citrato/fosfato 3,0,35,4,0,45,50,55,6,0,65a7,0,7,5,8,0,ycualquierpHde20a8,0
Citrato 30a65

Acetato cualquier pH de 3,6 a 5,6, por ejemplo, 40,45, 50,055
Acetato de sodio 36a56

Formiato 30a45

Formiato de sodio cualquier pH de 5,0 a 6,0, por ejemplo, 5,0, 5,5, 06,0
Malato 40a86,0

Fosfato cualquier pH de 6,5 a 8,0, por ejemplo, 6,5, 7,0, 7,5u 8,0
PBS, TBS, TNT, PBT 70a75

Fosfato de Sorensen 58a80

Succinato cualquier pH de 5,5 a 6,5, por ejemplo, 6,0

Carbonato cualquier pH de 6,0 a 8,0, por ejemplo, 6,5

Histidina cualquier pH de 5,0 a 7,0, por ejemplo, 50,55,60065a7,0
Borato 9a10

Glicina-NaOH 86a10

Succinato 55a65

Maleato 55a72

Tris 72a90

BIS-Tris cualquierpHde 58a 7,2

PIPES cualquierpHde 6,1a 7,5

MOPS cualquierpHde 62a 7,6

HEPES cualquierpH de 6,8 a 8,2

MES cualquierpHde 55a 6,7

ACES cualquierpHde 6,1a 7,5

En una realizacién, el amortiguador comprende una combinacién de dos amortiguadores; tal como
Citratoffosfato, Citrato/Histidina, Acetato/Histidina o Succinato/Histidina. En una realizacién de la presente
invencién, el amortiguador no comprende un amortiguador de citrato. En otra realizacién el amortiguador es
citrato, fosfato (KaHPO4/NaHPOQa4), histidina o succinato. En otra realizacién el amortiguador es fosfato
(KeHPO4/NaHPO4), histidina o succinato.

En una realizacion, la concentraciéon del amortiguador es de alrededor de 10 mM a alrededor de 50 mM, o de
alrededor de 10 mM a alrededor de 30 mM, por ejemplo, alrededor de 2 mM o alrededor de 10 mM.

Tal como se usa en la presente “un modificador de tonicidad” se refiere a un compuesto que se utiliza para
ajustar la tonicidad de la composicién farmacéutica. Segun algunas realizaciones, la osmolalidad oscila entre
180 mOsm y 350 mOsm aproximadamente. En una realizacion, el modificador de tonicidad se encuentra
presente en una cantidad que hace que la composicidn se vuelva isoténica. En otra realizacién, el modificador
de tonicidad se encuentra presente en una cantidad que hace que la composicién se vuelva hiperténica o
hipoténica. “Isotdnica” se refiere a que la composicién de la presente invencién tiene esencialmente la misma
osmolaridad que la osmolaridad de la sangre humana. Generalmente, las composiciones isoténicas tienen una
osmolaridad de alrededor de 250 mOsm a alrededor de 330 mOsm. La osmolaridad puede medirse utilizando
un osmdémetro de punto de congelacién o presién de vapor, por ejemplo. EI modificador de tonicidad es cloruro
de sodio. En una realizacion, la concentracién del modificador de tonicidad es de alrededor de 34 mM, o
alrededor de 35 mM, o alrededor de 68 mM, o alrededor de 75 mM. En una realizacién, la concentracién del
modificador de tonicidad se ajusta de modo que la osmolaridad resultante de la composicién estd comprendida
dentro del intervalo deseado.

En una realizacion, la composicidn comprende ademés un agente espesante. Tal como se usa en la presente,
el “agente espesante” se refiere a un compuesto/agente que aumenta la masa volumétrica de una composicién.
Los ejemplos de agentes volumétricos incluyen, de modo no taxativo, glicina, acido glutamico, alanina, manitol,
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almidén de hidroetilo, dextrano, PVP (polivinilpirrolidona), manitol, sorbitol, azlcares alcohdlicos derivados de
oligosacéridos, maltitol, lactitol, maltotriitol, xilitol, polietilenglicol, sacarosa, glucosa, maltosa, sorbitol, o
cualquier combinacién de estos. Estos agentes también pueden servir como modificadores de tonicidad. En
realizaciones, la concentracién del agente espesante es de alrededor de 50 mM a alrededor de 300 mM; o de
alrededor de 100 mM a alrededor de 200 mM, o alrededor de 150 mM, o de alrededor de 50 mM a alrededor
de 150 mM, o alrededor de 108 mM, o alrededor de 54 mM.

En una realizacién, el modificador de tonicidad y el agente espesante se encuentran en concentraciones de
modo que la relacién de modificador de tonicidad/agente espesante es de alrededor de 1,0 a alrededor de 15,0
(p/p); de alrededor de 1,0 a alrededor de 10,0, de alrededor de 3,0 a alrededor de 10,0, de alrededor de 5,0 a
alrededor de 10,0, por ejemplo, alrededor de 5,0, alrededor de 8,0 o alrededor de 10,0. En una realizacién, la
concentracién del agente espesante se ajusta en funcién de la concentracién del modificador de tonicidad de
modo que la relacién de modificador de tonicidad/agente espesante se encuentra en el intervalo deseado.

En realizaciones, la composicién comprende ademas uno o mas ingredientes farmacéuticamente aceptables
tales como portadores, excipientes, diluyentes, estabilizadores, amortiguadores y similares.

En una realizacidén, la composicién farmacéutica comprende ademas un azucar, por ejemplo, un azucar
reductora o y/o no reductora. Tal como se usa en la presente, un "azlcar reductora" es aquella que contiene
un grupo hemiacetal que puede reducir iones metélicos o reaccionar de forma covalente con lisina y otros
grupos amino en proteinas y un "azucar no reductora es aquella que no tiene estas propiedades de un azucar
reductora. En una realizaciéon, el azlcar reductora es fructosa, manosa, maltosa, lactosa, arabinosa, xilosa,
ribosa, ramnosa, galactosa, glucosa o cualquier combinacién de estas. En una realizacion, el azUcar no
reductora es sacarosa, trehalosa, sorbosa, melezitosa, rafinosa, o cualquier combinacién de estas. En una
realizacién, la composicién farmacéutica de la presente invencion se liofiliza en presencia de un azlcar
reductora. En una realizacién, la composicién farmacéutica de la presente invencion se liofiliza en presencia
de un azucar no reductora.

En realizaciones, la composicién farmacéutica de la presente invencion tiene una osmolaridad de alrededor de
180 mOsm a alrededor de 350 mOsm; o de alrededor de 250 mOsm a alrededor de 350 mOsm, o de alrededor
de 200 mOsm a alrededor de 300 mOsm.

Tal como se usa en la presente, un “agente estabilizante” se refiere a un agente que estabiliza el plasminégeno
en la solucién. El agente estabilizante es un aminoacido que es arginina o glicina. En una realizacién, dicho
aminoécido puede encontrarse en forma de una base de aminoéacido tal como clorhidrato de arginina. La
concentracién de aminoacidos es de alrededor de 10 mM a alrededor de 100 mM, o de alrededor de 25 mM a
alrededor de 75 mM, o alrededor de 10 mM, o alrededor de 25 mM, o alrededor de 50 mM, o alrededor de 75
mM, o alrededor de 100 mM.

En otra realizacién, la composicién farmacéutica de la presente invencién comprende ademas un antioxidante.
En una realizacién, el antioxidante es metionina, glutatién oxidado (Glu-Cys-Gly). (613 kDa), acido ascérbico,
N-acetil-L-cisteina/homocisteina, glutatién, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox®),
acido lipoico, tiosulfato de calcio, platino, glicina-glicina-histidina (tripéptido), hidroxitolueno butilado (BHT), o
cualquier combinacién de estos. En realizaciones, la concentracién del antioxidante es de alrededor de 10 mM
a alrededor de 200 mM, por ejemplo, de alrededor de 10 mM a alrededor de 50 mM, alrededor de 100 mM,
alrededor de 150 mM o alrededor de 200 mM.

En otra realizacién, la composicién farmacéutica de la presente invencién comprende ademas un tensioactivo.
Tal como se usa en la presente, un “tensioactivo” se refiere a un compuesto/agente que reduce la tensién
interfacial entre un liquido y un sélido cuando se disuelven en solucién. En una realizacién, el tensioactivo es
Polysorbate® 80, Polysorbate® 20, Pluronic® F-68, o Brij® 35, poloxameros (por ejemplo, poloxamero 188 o
Pluronic® F-68); Triton®; dodecilsulfato de sodio (SDS, por sus siglas en inglés); laurilsulfato de sodio;
octilglucésido de sodio; lauril, miristil, linoleil, o estearil-sulfobetaina; lauril, miristil, linoleil o estearil-sarcosina;
linoleil, miristil, o cetil-betaina; lauroamidopropilo, cocamidopropilo, linoleamidopropilo, miristamidopropilo,
palmidopropilo o isostearamidopropil-betaina (por ejemplo, lauroamidopropil); miristamidopropil, palmidopropil
o isostearamidopropil-dimetilamina; metilcocoiltaurato de sodio o metiloleiltaurato de disodio y la serie
MONAQUAT™ (Mona Industries, Inc., Paterson, N.J.); polietilglicol, polipropilglicol, y copolimeros de etileno y
propilenglicol o cualquier combinacién de estos. En una realizacién, la concentracion de tensioactivo se ajusta
para reducir la agregacion de plasminégeno, variante biol6gicamente activa o fragmento de este y/o minimiza
la formacién de particulados en la composicién y/o reduce la adsorcién. En una realizacién, el tensioactivo se
encuentra presente en la composicién en una concentracion de alrededor de 0,001-1 % (p/v), alrededor de
0,002 % a alrededor de 0,02 % (p/v), o alrededor de 0,002 % a alrededor de 0,006 % (p/v). En algunas
realizaciones, la composicidén comprende un tensioactivo que es un poloxamero. En algunas realizaciones, la
composicién comprende Pluronic® F68. En realizaciones particulares, la composicion comprende de alrededor
de 0,01 % (p/v) a alrededor de 1 % (p/v) de Pluronic® F68, por ejemplo alrededor de 0,1 % (p/v) de Pluronic®
F68. En una realizacion, la composicién sustancialmente no contiene o no contiene tensioactivo no iénico, por
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ejemplo, la composicién comprende menos de 0,02 %, 0,01 %, 0,006 %, o 0,004 % (p/v) de tensioactivo no
iénico.

En otra realizacién, la composicién farmacéutica de la presente invencién comprende ademas un estabilizante
polimérico. En una realizacion, el estabilizante polimérico es Heparina (6 a 30 kDa); acido poliamino (2 a
100 kDa) tal como Poli (Glu), Poli (Asp), y Poli (Glu, Phe); Carboximetilcelulosa (10-800 cps); Ciclodextrina;
sulfato de dextrano, o cualquier combinacién de estos. En realizaciones, la concentracién del estabilizante
polimérico es de alrededor de 0,001 % a alrededor de 0,50 %, o de alrededor de 0,001 % a alrededor de 0,25
%.

En otra realizacién, la composicién farmacéutica de la presente invencién comprende ademas un
polietilenglicol, por ejemplo, PEG 200, PEG 400, PEG 1000, PEG, 4000, PEG, 8000 PEG 10 000, o cualquier
combinacién de estos. En una realizacién, la concentracion del polietilenglicol es de alrededor de 0,5 % a
alrededor de 10 % (p/p).

En una realizacidn, la composicién farmacéutica de la presente invencién comprende ademés un conservante.
Tal como se usa en la presente, un “conservante” se refiere a un compuesto/agente que se puede agregar a
la composicién farmacéutica para reducir esencialmente la actividad bacteriana en esta, facilitando de ese
modo la produccién de una composiciéon farmacéutica multiuso, por ejemplo. Los ejemplos de conservantes
incluyen m-cresol, alcohol bencilico, metanol, etanol, iso-propanol, butilparabeno, etilparabeno, metilparabeno,
fenol, glicerol, xilitol, resorcinol, catecol, 2,6-dimetilciclohexanol, 2-metil-2,4-pentadiol, dextrano,
polivinilpirrolidona, 2-clorophenol, cloruro de bencetonio, mertiolato (timerosal), acido benzoico
(propilparabeno) MW 180,2, acido benzoico MW 122,12, cloruro de benzalconio, clorobutanol, benzoato de
sodio, propionato de sodio o cloruro de cetilpiridinio. El conservante se selecciona para que sea compatible
con el amortiguador y otros componentes de la composicién farmacéutica (es decir, la solucién es
transparente). Por ejemplo, cuando el amortiguador es acetato de sodio o fosfato de sodio, los conservantes
compatibles incluyen metanol, etanol, iso-propanol, glicerol, resorcinol, 2-metil-2,4-pentadiol, mertiolato
(timerosal), cloruro de benzalconio, benzoato de sodio o cloruro de cetilpiridinio. La concentracion del
conservante que se utiliza en la composicidén de la presente se puede determinar de acuerdo con el criterio del
experto en la técnica. En algunas realizaciones, la concentracién del conservante es alrededor de 0,005 a
alrededor de 10 % (p/v), de alrededor de 0,1 a alrededor de 1,0 % (p/v), o de alrededor de 0,3 a alrededor de
0,7 % (p/v). En algunas realizaciones, la concentracién del conservante es alrededor de 0,005, 0,1, 0,3, 0,5,
0,7,01,0 % (p/v).

En otra realizacion, la composicién farmacéutica de la presente invencidén no contiene conservantes.

Uno o mas portadores, excipientes o estabilizadores adicionales farmacéuticamente aceptables, tales como
aquellos descritos en Remington's Pharmaceutical Sciences 19.2 edicién, Osol, A. Ed. (1995) pueden incluirse
en la composicién de la presente siempre que no afecten sustancialmente de manera adversa las
caracteristicas deseadas de la composicién farmacéutica de la invencién. Los elementos constitutivos
adicionales de la composicion de la presente invencién pueden incluir agua, por ejemplo, agua para inyeccién,
aceite vegetal, un agente espesante, tal como metilcelulosa, un antiadsorbente, un agente humectante,
antioxidantes que incluyen acido ascérbico y metionina, agentes quelante tales como EDTA, complejos
metélicos (por ejemplo complejos de proteinas y Zn), polimeros biodegradables tales como poliésteres, y/o
contraiones que forman sales, tales como sodio, etc. Los portadores, excipientes o estabilizantes adecuados
se encuentran presentes en una cantidad que no resulta téxica para los sujetos en las dosificaciones y
concentraciones empleadas.

En una realizacion, la composicién farmacéutica de la presente invencién tiene un peso total de sélido de
alrededor de 3,5 % a alrededor de 8 % cuando se encuentra liofilizada, preferentemente de alrededor de 3,5
% a alrededor de 6 %, y mas preferentemente de alrededor de 3,8 % a alrededor de 5,5 %. El aumento de la
concentracién de los componentes de la composicién farmacéutica de la invencidén produce un aumento del %
total de sélido en la composicién liofilizada y mejora la apariencia de torta de la composicién liofilizada.

En una realizacién, el plasminégeno o la variante de este se compone de varios tipos de plasminégeno y/o
variantes. Las las realizaciones segun la invencién, el contenido de Glu-plasminégeno representa més que 80
% del contenido total de plasmindgeno o la variantes de este, o méas que 90 %.

Una realizacién de la presente invencién es una composicién farmacéutica que comprende plasminégeno o
una variante de este, donde la cantidad total de proteina diferente a plasminégeno o una variante de este en
la composicién es menos de alrededor de 10 %, menos de alrededor de 5 %, 0 menos de alrededor de 2 %.
Una realizacién de la presente invencién es una composicién farmacéutica que comprende plasminégeno o
una variante de este, donde la composicién no comprende o sustancialmente no contiene una proteina
adicional (es decir, ademas del plasmin6geno o variante de este). En una realizacién de la presente invencién,
la composicién no comprende o sustancialmente no contiene albimina. En una realizacién de la presente
invencién, la composicién no comprende o sustancialmente no contiene aprotinina. En una realizacién de la
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presente invencién, la composicién no comprende o sustancialmente no contiene un inhibidor de tripsina. En
una realizacién de la presente invencion, la composicién no comprende o sustancialmente no contiene un
inhibidor de serina proteasa. En una realizacién de la presente invencion, la composicién no comprende o
sustancialmente no contiene plasmina. En una realizacién de la presente invencién, la composicién
sustancialmente no contiene o no comprende un tensioactivo, es decir, la concentraciéon de tensioactivo es
menor que 0,01 mM.

En una realizacién, la composicién farmacéutica que comprende el plasmindgeno de la presente invencién es
estable a temperatura ambiente durante al menos 2 horas, 24 horas, una semana o un mes.

En una realizacién, la composicién farmacéutica que comprende el plasmindgeno de la presente invencién es
estable a una temperatura por debajo de 0 °C durante al menos 3 meses, durante al menos 6 meses, durante
al menos 12 meses o durante al menos 24 meses. Dicha temperatura por debajo de 0 °C es alrededor de -20
°C, alrededor de -30 °C, alrededor de -60 °C, alrededor de -70 °C o alrededor de -80 °C.

En realizaciones, la composiciéon farmacéutica que comprende el plasminégeno es una composicién liquida,
una composicién liquida adecuada para liofilizacién, una composicién liquida adecuada para congelamiento,
una composicidn liofilizada, una composicién congelada o una composicién reconstituida.

El término “composicién farmacéutica” designa una composiciéon para fines farmacéuticos, médicos o
terapéuticos.

En la Tabla 1A se representan ejemplos representativos de composiciones farmacéuticas de plasminégeno
(Pg). Enla Tabla 1A, sélo las composiciones que comprenden NaCl en una concentracién de aproximadamente
10 mM a aproximadamente 10 mM estan de acuerdo con las reivindicaciones..

Tabla 1A
N.° Pg Amortiguador Agente de carga: Agente estabilizador Mot(z;:ﬁ:?g;; de pH
1 5 mg/mi Citrato 10 mM Sacarosa 73 mM Glicina 67 mM NaCl 68,4 mM:; 6,5
2 5 mg/ml Citrato 10 mM Sacarosa 73 mM Gilicina 33,5 mM NaCl 3422 mM | 6,5
3 5 mg/ml Citrato 10 mM Sacarosa 117 mM Glicina 67 mM NaCl 68,4 mM; 6,5
4 5 mg/ml Citrato 10 mM Sacarosa 117 mM Glicina 67 mM NaCl 3422 mM | 6,5
5 5 mg/mi Citrato 10 mM Sacarosa 73 mM Glicina 67 mM NaCl 3422 mM | 6,5
6 5 mg/mi Citrato 10 mM Sacarosa 73 mM Glicina 67 mM NaCl 75,3 mM 6,5
7 5 mg/ml Citrato 10 mM Sacarosa 79 mM Glicina 40 mM NaCl 75 mM 6,5
8 5 mg/ml Citrato 10 mM Sacarosa 77 mM Glicina 47 mM NaCl 75 mM 6,5
9 5 mg/ml Citrato 10 mM Sacarosa 75 mM Glicina 54 mM NaCl 75 mM 6,5
10 | 5mgmi | Citrato 10mm | 5308082 5010 1 Gjicing 25 2 75 mM | NaCl 35-150 mM | 6,5
11 5 mg/ml Citrato 10 mM | Manitol 50-150 mM | Glicina25a 75 mM | NaCl 35-150 mM | 6,5
12 5 mg/ml Citrato 10 mM | Sorbitol 50-150 mM | Glicina25a 75 mM | NaCl 35-150 mM | 6,5
13 | 5mgml | Citrato 10 mm | Sacarosa 50-150 Arginina25a 75 |\, 35150 mM | 6,5
mM mM
14 | 5mgimi | Citrato 10mM | Manitol 50-150 mm | AT9MN2 25275 1 Naci 35150 mM | 6,5
15 | 5mgiml | Citrato 10mM | Sorbitol 50-150 mM | AT9MN2 2575 1 naci 35150 mM | 6,5
16 | 5mg/ml | Fosfato 10 mM Sacaro;elivl50450 Glicina 25 a 75 mM | NaCl 35-150 mM | 7,2
17 5 mg/mi Fosfato 10 mM [ Manitol 50-150 mM | Glicina25a75mM | NaCl 35-150 mM | 7,2
18 5 mg/mi Fosfato 10 mM [ Sorbitol 50-150 mM | Glicina25a 75 mM | NaCl 35-150 mM | 7,2
Sacarosa 50-150 Arginina25a 75
19 5 mg/ml Fosfato 10 mM NaCl 35-150 mM | 7,2
mM mM
20 | 5mg/ml | Fosfato 10 mM | Manitol 50-150 mM Arg'”'”rﬁ,\ﬁ‘r’ a75 | NaCI35-150 mM | 7,2
21 | Smgml | Fosfato 10 mM | Sorbitol 50-150 m | A9MNA@a75 | Nac) 35150 mu | 7,2

Otros ejemplos representativos de las composiciones farmacéuticas estan representados en la Tabla 1B a
continuacién para composiciones de alrededor de 0,01 mg/ml a alrededor de 80 mg/ml y preferentemente de
5 a 60 mg/ml de plasminégeno o variante de este y con un pH de 6,5 a 8,0. En todos estos ejemplos, el
contenido de plasminégeno se compone de mas del 80% de Gluplasminégeno, y el contenido total de
plasmindgeno o variantes es de 5 mg/mL a 60 mg/mL. En la tabla 1B, las composiciones 1, 12, 23-30 no se
ajustan a las reivindicaciones.
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Tabla 1B

N.° Agente de carga: Agente estabilizador Modificador de tonicidad
1 - - NaCl 35 mM
2 - HCI de arginina 25 mM NaCl 35 mM
3 - HCI de arginina 50 mM NaCl 35 mM
4 Manitol 50 mM HCI de arginina 25 mM NaCl 35 mM
5 Manitol 50 mM HCI de arginina 50 mM NaCl 35 mM
6 Manitol 100 mM HCI de arginina 25 mM NaCl 35 mM
7 Manitol 100 mM HCI de arginina 50 mM NaCl 35 mM
8 Sorbitol 50 mM HCI de arginina 25 mM NaCl 35 mM
9 Sorbitol 50 mM HCI de arginina 50 mM NaCl 35 mM
10 Sorbitol 100 mM HCI de arginina 25 mM NaCl 35 mM
11 Sorbitol 100 mM HCI de arginina 50 mM NaCl 35 mM
12 - - NaCl 50 mM
13 - HCI de arginina 25 mM NaCl 50 mM
14 - HCI de arginina 50 mM NaCl 50 mM
15 Manitol 50 mM HCI de arginina 25 mM NaCl 50 mM
16 Manitol 50 mM HCI de arginina 50 mM NaCl 50 mM
17 Manitol 100 mM HCI de arginina 25 mM NaCl 50 mM
18 Manitol 100 mM HCI de arginina 50 mM NaCl 50 mM
19 Sorbitol 50 mM HCI de arginina 25 mM NaCl 50 mM
20 Sorbitol 50 mM HCI de arginina 50 mM NaCl 50 mM
21 Sorbitol 100 mM HCI de arginina 25 mM NaCl 50 mM
22 Sorbitol 100 mM HCI de arginina 50 mM NaCl 50 mM
23 - HCI de arginina 25 mM -

24 - HCI de arginina 50 mM -

25 - HCI de arginina 75 mM -

26 - HCI de arginina 100 mM -

27 - HCI de arginina 25 mM -

28 - HCI de arginina 50 mM -

29 - HCI de arginina 75 mM -

30 - HCI de arginina 100 mM -

En una realizacién, la composicién farmacéutica que comprende el plasmindgeno de la presente invencién es
adecuada para la administracién intravenosa, subcutanea, topica, intradérmica, oftdlmica y/o intramuscular.

De acuerdo con una realizacidn, la composicién farmacéutica de la presente invencién es para administrarse
en un sujeto humano. Preferentemente, la composicién farmacéutica de la presente invencién es para la
administracion intravenosa, subcutanea, tdpica, intramuscular u oftalmica. En una realizacién, la composicién
de la presente invencion se encuentra en la forma de un liquido, gel, crema o ungiento.

El plasmindgeno que se formula en la composicion de la presente invencién se puede obtener a partir de varias
fuentes. Puede obtenerse por sintesis recombinante o extraerse/purificarse de la sangre, el plasma o una
solucién derivada de la sangre. El plasminégeno puede extraerse de la sangre o el plasma mediante
fraccionamiento de Cohn o mediante precipitacién. El plasminégeno puede purificarse a partir del plasma o
una solucién derivada de la sangre mediante cromatografia de afinidad de unién, tal como el método que se
describe en WO 2006/120423.

Tal como se usa en la presente, el término “alrededor” pretende abarcar + 0 — 10 % del valor correspondiente.
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El término “sujeto” incluye organismos vivientes que pueden beneficiarse de la administracién de
plasmindgeno, una variante de este o un fragmento de este. El término “sujeto” incluye animales los cuales
pueden ser mamiferos o aves. De preferencia, el sujeto es un mamifero. Mas preferentemente, el sujeto es un
humano. Aln mas preferentemente, el sujeto es un paciente humano que necesita el tratamiento.

Tal como se utiliza en la presente, se tiene la intencién de que “prevenir’ o “prevencién” se refiera a al menos
la disminucién de la probabilidad de riesgo de contraer (o la capacidad de ser susceptible a contraer) una
enfermedad o trastorno (es decir, lograr que al menos uno de los sintomas clinicos no se desarrolle en un
paciente que puede estar expuesto a la enfermedad o predispuesto a ella pero que aln no experimenta o no
exterioriza sintomas de la enfermedad). Los parametros bioldgicos y fisiolégicos para identificar a tales
pacientes se proporcionan en la presente y son también bien conocidos por los médicos.

Los términos “tratamiento” o “tratar” a un sujeto incluyen la aplicacién o administracién de una composicién de
la invencién a un sujeto (o aplicacién o administracion de la composicién de la invencidén a un tejido u érgano
de un sujeto) con el objetivo de ralentizar, estabilizar, curar, sanar, aliviar, mitigar, alterar, remediar, frenar el
agudizamiento, mejorar, beneficiar o afectar la enfermedad o afeccién, el sintoma de la enfermedad o afeccién
o el riesgo de contraer (o0 la capacidad de ser susceptible a contraer) la enfermedad o afeccién. El término
“tratar” hace referencia a cualquier indicacién de éxito en el tratamiento o mejoria de una lesién, patologia o
afeccién, incluyendo cualquier parametro objetivo o subjetivo tal como moderacién, remisién o disminucién de
la tasa de agudizacién, diminucién de la gravedad de la enfermedad; estabilizacién, disminucién de los
sintomas o hacer que las heridas, la patologia o la afeccién sean mas tolerables para el sujeto; ralentizacidén
de la tasa de degeneracién o deterioro, hacer que la etapa final de degeneraciéon sea menos debilitante, o
mejorar el bienestar fisico o mental de un sujeto. En algunas realizaciones, el término “tratar’ puede incluir el
aumento de la expectativa de vida de un sujeto y/o el retraso de tratamientos adicionales necesarios.

Tal como se usa en la presente, el término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad de
compuesto que, cuando se administra a un sujeto para el tratamiento o prevencién de un trastorno, enfermedad
o afeccién en particular, es suficiente para realizar tal tratamiento o prevencién de ese trastorno, enfermedad
o afeccion. Tal como se usa en la presente, el término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere ademas a
la cantidad de plasmin6geno, sus variantes o fragmentos que son eficaces para cicatrizar una herida, cicatrizar
una perforacién en la membrana del timpano, cicatrizar una herida periodontal, tratar una enfermedad
infecciosa, aumentar o mantener la salud oral, tratar el deterioro del vitreo posterior(PVD), Ulcera diabética e
indicaciones de trombdlisis en sujetos con deficiencia de plasminégeno, tal como trombosis coronaria, tratar
una lesién de tejido por reperfusién, tratar la isquemia, infarto, edema cerebral, para mejorar la microcirculacién,
tratar a sujetos con deficiencia de plasminégeno, y modular las vias complementarias en los sujetos. Las dosis
y cantidades terapéuticamente eficaces pueden variar dependiendo, por ejemplo, de una variedad de factores,
que incluyen la actividad de la edad, el peso corporal, el estado general de salud, el sexo y la alimentacién del
sujeto, el tiempo de administracién, la via de administracién, la tasa de excrecién y cualquier combinacién de
farmacos, si corresponde, el efecto que el médico desee que tenga el farmaco en el sujeto y el trastorno o
trastornos particulares que padezca el sujeto. Ademas, la cantidad terapéuticamente eficaz puede depender
de los pardmetros sanguineos del sujeto (por ejemplo, perfil lipidico, niveles de insulina, glicemia), la gravedad
del estado de la enfermedad, el funcionamiento de los érganos o las enfermedades o complicaciones
subyacentes. Tales dosis adecuadas pueden determinarse utilizando cualquier ensayo disponible incluso los
ensayos descritos en la presente. Cuando la composicién farmacéutica de la invencién se administra a
humanos, un médico puede, por ejemplo, recetar una dosis relativamente baja en un principio, aumentando
posteriormente la dosis hasta obtener una respuesta adecuada. La dosis para administrar quedara, en ultima
instancia, a criterio del médico.

Kits

El olos compuestos de la invencién pueden ser empaquetados como parte de un kit, que incluye opcionalmente
un recipiente (por ejemplo, paquete, una caja, un vial, etc.). El kit puede utilizarse de forma comercial de
acuerdo con los métodos descritos en la presente y pueden incluir instrucciones de uso en un método de la
invencién.

La composicién de la invencién puede administrarse 0 no a un paciente en el mismo momento que otro
ingrediente activo, antes o después, y por la misma via de administracién u otra via de administracién. Por lo
tanto, la presente invencién también comprende kits que, cuando son utilizados por el médico tratante, pueden
simplificar la administracién de cantidades apropiadas de la composicién de |la presente sola o0 en combinacién
con otro ingrediente activo a un paciente.

Los kits de la invencién pueden comprender ademas un liquido farmacéuticamente aceptable para la
reconstitucién de una composicién liofilizada. Por ejemplo, si se proporciona un ingrediente activo en una forma
sélida que debe ser reconstituida para su administracién parenteral, el kit puede comprender un recipiente
cerrado herméticamente de un liquido farmacéuticamente aceptable adecuado en el cual el ingrediente activo
puede disolverse para formar una solucién estéril sin particulado que sea adecuada para la administracion
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parenteral.

En determinadas realizaciones, la composicién de la presente se encuentra en un vial, botella tubo, jeringa u
otro recipiente para administraciones Unicas o multiples. Dichos recipientes pueden estar elaborados de vidrio
0 un material polimérico tal como polipropileno, polietileno, cloruro de polivinilo o poliolefina, por ejemplo. En
algunas realizaciones, los recipientes pueden incluir un sellado u otro sistema de cierre, tal como un tapén de
goma que pueda penetrarse con una aguja para que libere una dosis Unica y luego vuelve a cerrarse al quitar
la aguja. Se contemplan todos estos contenedores para liquidos inyectables, composiciones liofilizadas,
composiciones liofilizadas reconstituidas o polvos para reconstitucién e inyecciéon conocidos en la técnica para
su uso en los métodos y las composiciones descritas en la presente. En una realizacion particular, el recipiente
es un aparato de liberacién similar a un boligrafo que comprende una dosis Unica o multiples dosis. Dicho
aparato de liberacién similar a un boligrafo puede ser permanente, por ejemplo, un boligrafo permanente que
aloja un cartucho descartable que contiene una Unica dosis 0 multiples dosis, o el aparato completo puede ser
desechable, por ejemplo, un boligrafo desechable que contiene una Unica dosis o mdltiples dosis. En
determinadas realizaciones donde el aparato de liberacidn similar a un boligrafo comprende mdltiples dosis, la
dosis puede establecerse previamente, es decir, fijarse. En otras realizaciones, la dosis puede ser una dosis
flexible, es decir, marcada por el usuario. En algunas realizaciones, el aparato de liberacién similar a un
boligrafo comprende un cierre luer, cono luer, u otro conector de ajuste de agujas que facilita la unién a una
aguja desechable. En otras realizaciones, el aparato de liberacién similar a un boligrafo comprende una aguja
apilada, es decir, permanente. En otra realizacién particular, el recipiente es una jeringa. En algunas
realizaciones, la jeringa comprende un cierre luer, cono luer, u otro conector de ajuste de agujas que facilita la
unién a una aguja desechable. En otras realizaciones, la jeringa comprende una aguja apilada, es decir,
permanente. En algunas realizaciones, la jeringa se llena previamente con una Unica dosis o multiple dosis.

Ensayos de estabilidad

Las composiciones “estables” incluyen composiciones en las cuales la proteina (plasminégeno o variante de
este) en estas retienen esencialmente su estabilidad fisica y/o su estabilidad quimica y/o su actividad biolégica
una vez almacenada. Hay varias técnicas analiticas para medir la estabilidad de la proteina disponibles en la
técnica y se revisan en Lee, V., 1991, Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301 (Marcel Dekker, Inc., New
York, N.Y.) and Jones, A. 1993, Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90, por ejemplo. La estabilidad puede medirse
a una temperatura seleccionada para un periodo de tiempo seleccionado. En una realizacién, la composicién
es estable a temperatura ambiente (alrededor de 25 °C) 0 a 40 °C, durante al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 meses
y/o estable a alrededor de 2-8°C durante al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 meses. Ademas, en determinadas
realizaciones, la composicién es estable al congelarse (por ejemplo a -30 °C). En determinadas realizaciones,
los criterios para determinar la estabilidad son los siguientes: (1) la composicién permanece transparente
mediante analisis visual; (2) la concentracion, el pH y la osmolaridad de la composicién no presenta un cambio
mayor que alrededor de +10 %; (3) no més de alrededor de 10 %, no méas de alrededor de 5 %, 0 no mas de
alrededor de 1 % de las formas agregadas medidas por SEC-HPLC; y (4) no més de 10 %, no mas de alrededor
de 5 %, o no mas de 3 % del plasminégeno se desintegra tal como se mide por métodos analiticos establecidos
y conocidos en la técnica.

Desnaturalizacién térmica: La formulacion para experimentos de desnaturalizacién térmica HTS que analizan
el plasmindégeno o variantes de este o fragmento de este se pueden realizar utilizando Optim 2™ de Pall; u
otras técnicas biofisicas alternativas para controlar el desplegamiento de la proteina (PCR estandar (con
bloqueo térmico), Fluorimetero o espectrofotémetro de CD (con control de temperatura). Como ejemplo, el
sistema Optim 2 mide simultaneamente un intervalo de parametros que indican la estabilidad de la proteina
que incluyen la temperatura de transicién de desplegamiento (Tm), temperatura de comienzo de agregacion
(Tagg) y velocidades de agregacion.

Efectos de los excipientes sobre |la termoestabilidad: El pH justo se determina en el intervalo de pH éptimo con
mayor temperatura de fusiéon (Tm) y temperatura de comienzo de la agregacién (Tagg). Si se obtiene la Tm
mayor en el intervalo fisiolégico de 6,5-7,5; la siguiente prueba es el anélisis con al menos 3 sistemas de
amortiguador.

De manera adicional, el IEF (enfoque isoeléctrico) o clEF (enfoque isoeléctrico capilar) se puede estudiar para
evaluar la conformacién fisica del plasminégeno en solucién.

El porcentaje de estabilizacién en funcién de las mediciones de la actividad enzimatica del plasminégeno, para
cada amortiguador/excipiente y para cada solucién de referencia que contiene Unicamente plasminégeno
después de laincubacién de 1-8 horas de incubacién a 60°C. En otra prueba, la estabilizacién puede evaluarse
la estabilizacion a 37 °C durante 1-8 horas. El porcentaje de estabilizacidén se calcula como:

Porcentaje de estabilizacién =100 x [S- T]/[T]

Donde S es la actividad enzimatica residual de la solucién enzimatica a ser evaluada después de 10 dias a 35
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°C; y T es la actividad de referencia sin ningun excipiente almacenado en las mismas condiciones.

Conteo de medicién de particulas (PMC) y agregaciéon El PMC se calcula mediante la prueba de conteo de
conteo de particulas con oscurecimiento de la luz El analisis deberia utilizar un instrumento adecuado que se
base en el principio del bloqueo de luz y que permita una determinacién automética de la cantidad y tamafio
de las particulas. El sensor seleccionado debe ser adecuado para el intervalo de tamafio de particula preferido
y el conteo de particulas anticipado. El intervalo de tamafio de particula estdndar es generalmente entre 2 y
100 mm. El analisis deberia verificar el funcionamiento del aparato utilizando RS de conteo de particula de
USP dispersado en agua sin particulas en un volumen adecuado. Deben tomarse precauciones para evitar la
aglomeracién de particulas durante la dispersién en el proceso de calibracién.

Métodos: Las muestras de producto se evallan de manera que la mayoria represente la administracién (por
ejemplo, contenido de jeringa expulsado). Para dosis parenterales que tienen un volumen suficiente (es decir,
volumen suficientemente grande para facilitar el estudio), el estudio de las unidades individuales es a menudo
diagndstico. Para los productos parenterales que no tienen volumen suficiente, mezcle bien cada unidad con
cuidado, luego combine el contenido de una cantidad adecuada de unidades en un recipiente separado para
obtener el volumen necesario para una Unica prueba (generalmente 0,2-5,0 mL). Si se realiza una dilucion,
aseglrese de que el recipiente vacio tenga volumen suficiente para el producto y los diluyentes y que se
introduzcan pocas particulas, o ninguna, en el proceso. Abra cada unidad con precaucién, quite el cierre de
sellado y evite la contaminacién del contenido antes de obtener las muestras, diluirlas, o, si es necesario,
agruparlas. Cuando se especifica un solvente del producto, por ejemplo, para sélidos liofilizados o polvos para
uso parenteral, la reconstitucién o dilucién debe llevarse a cabo con la cantidad adecuada de solvente
especifico. EN este caso, el solvente en si mismo puede evaluarse para garantizar que no es una fuente
significativa de particulas. La resta del conteo de particulas de solvente del conteo total no esta permitida.
Eliminar las burbujas de gas es una etapa clave, especialmente para los productos proteinaceos que retienen
gas facilmente. Los métodos se recomiendan: ya sea permitiendo que el fluido de producto se asiente a presion
ambiente o aplicando un vacio leve (por ejemplo, 75 Torr). Pueden utilizarse otros métodos cuando se
demuestre que son adecuados. Debe evitarse la sonicacién. Una vez que las muestras se hayan desgasificado,
estas deben mezclarse de nuevo suavemente para suspender todas las particulas al mezclar el contenido de
la muestra suavemente pero cuidadosamente por un medio adecuado, por ejemplo, remolino lento del
recipiente con la mano. No se recomienda en ningin momento la inversiéon al mezclar el fluido del producto.
Inmediatamente después del mezclado, retire las cuatro alicuotas de NLT, cada una de un volumen adecuado
para la capacidad del instrumento (generalmente 0,2-5,0 mL). Cuente la cantidad de particulas sobre el
intervalo de tamafio seleccionado, que incluye particulas iguales o mayores que 10 y 25 mm. Descarte el
resultado obtenido para la primera alicuota, y calcule que la cantidad promedio de particulas en cada intervalo
de tamafio para las alicuotas restantes de la preparacién que se estudia. También se puede aplicar un volumen
en tara para controlar el muestreo que deberia ser representativo del intervalo dindmico del sensor y del
volumen de la aguja.

Evaluacién: Los requisitos de las autoridades reguladoras como la FDA (Administracién de alimentos y
farmacos) y USP/EP/JP (Farmacopea de los Estados Unidos) capitulos (787, 788 y 789), Farmacopea Europea
EP (2.9.20 Contaminacién en particulados) y Farmacopea japonesa JP (16: 6.06. 6.07 Prueba de material
extrafia insoluble) sobre Materia particulada definen el nivel aceptable de particulas en una preparacion liquida
para su uso en humanos como a continuacién. Para productos parenterales que son inyecciones proteicas
terapéuticas para infusién o inyeccién que se administran en recipientes con un contenido nominal menor que,
oigual a, 100 mL: la cantidad promedio de particulas presentes en las unidades estudiadas no deberia exceder
las 6000 por recipiente igual a, o mayor que, 10 umy no deberia exceder las 600 por recipiente igual a, o mayor
que, 25 uym. Para inyecciones proteicas terapéuticas que se administran en recipientes con un contenido
nominal mayor que 100 mL, e inyecciones o preparaciones para infusién parenteral con un contenido nominal
mayor que 100 mL: la cantidad promedio de particulas presentes en las unidades estudiadas no deberia
exceder 25 por mL igual a, o mayor que, 10 ym y no deberia exceder 3 por mL igual a, o mayor que, 25 um.
Ademas, la carga total de particulas no deberia exceder las 6000 por recipiente igual a, mayor que, 10 pm y
no deberia exceder las 600 per por recipiente igual a, mayor que, 25 um. Los productos que se utilizan con un
filtro final durante la administraciéon (en linea) estdn exentos de estos requisitos, siempre que se encuentren
disponibles datos cientificos para justificar la exencién. Sin embargo se espera que los filtrados cumplan con
las reglas generales. Para productos que se administran o se reconstituyen en primer lugar en <100 mL, y
luego se diluyen para infusién en un volumen >100 mL, el contenido de particulas debe evaluarse antes y
después de la dilucién y evaluarse en funcién de su volumen final._Por tanto, se incluye en la presente el
método USP/EP/JP en este documento. En la presente, el término “particula” hace referencia a “particulado” y
viceversa; estos términos pueden utilizarse en forma intercambiable.

Estudio cinético medido mediante dispersién de luz a 476 nm / 600 nm utilizando Optim-2™ o mediante
espectrofotdmetro UV estandar a UV a 350 nm: Se seleccionan condiciones aceleradas, tales como
temperatura elevada (65 °C) y pH de solucién acida (4,5) o pH de solucién base (9,5) para evaluar mas
rapidamente los diferentes excipientes estabilizantes. Los componentes de la composicién se evallan para
aumentar la Tagg en funcién del tiempo a una temperatura fija (55-60 °C) durante al menos 1 a 4 horas. El
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comportamiento cinético de agregacion de la solucién de plasminégeno se mide a 55-60 °C equipado con
control de temperatura (se determina la Tm del comienzo) durante hasta 4 h. Los excipientes se evallan para
determinar su efecto en la inhibicidén de la agregaciéon de plasminégeno tal como se midié mediante la
dispersion de luz a 267 nm, 467 nm o 350 nm (Cheng, W. et al. “Comparison of High-Throughput Biophysical
Methods to Identify Stabilizing Excipients for a Model 1gG2 Monoclonal Antibody:Conformational Stability and
Kinetic Aggregation Measurements” Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 101, No 5, page 1701-1720,
2012).

El efecto de la concentracién de proteinas de estabilidad térmica: Una de las ventajas de Optim-2™ o el
Fluorimetro de barrido dual (DSF con la tinta Sypro) es la capacidad para llevar a cabo mediciones de Tmy
Tagg en soluciones de proteinas altamente concentradas. Ya sea al investigar candidatos potenciales para
determinar su estabilidad relativa o analizar las diferentes condiciones de formulacién para la estabilidad de las
proteinas, puede ser importante establecer las propiedades de la solucién de proteinas en concentraciones
altas donde la cantidad de métodos de caracterizacién disponibles es limitada.

Efecto de la formulacién de la composicién sobre la osmolaridad final: En la composicién farmacéutica final, no
se prefiere que las concentraciones de amortiguador, excipiente y sal sean muy altas debido a las limitaciones
practicas de la inyeccién parental. En su lugar, se prefieren las concentraciones mas moderadas tales como
mas fisiolégicas con el fin de obtener una osmolaridad en el intervalo de 240 a 400 mOsm. Por lo tanto, la
osmolaridad se calcula para determinar inicialmente este intervalo; sin embargo, para la inyeccién IV también
se pueden utilizar concentraciones de osmolaridad mas elevadas durante el desarrollo del proceso de secado
por congelamiento, si, después de la reconstitucién, el plasmindgeno o variante o fragmento de este se diluye
mediante la solucién para su reconstitucion.

Debe observarse que el término “Formulacién” y “Composiciéon” se pueden utilizar en la presente de manera
alternativa y se pretende que designen lo mismo.

Las formas en singular “un”, “una” y “el/la” incluyen referencias en plural correspondientes a menos que el
contexto claramente lo indique de otra manera.

Salvo que se indique lo contrario, se debe comprender que todas las cifras que expresan cantidades de
ingredientes, condiciones de reaccién, concentraciones, propiedades y otras utilizadas en la memoria
descriptiva y las reivindicaciones, se encuentran modificadas en todos los casos por el término “alrededor de”.
Como minimo, cada parédmetro numérico deberia al menos ser interpretado segun la cantidad de digitos
significativos reportados y aplicando técnicas comunes de redondeo. Por lo tanto, salvo que se indique lo
contrario, los parametros numéricos que se indican en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones
adjuntas son aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se busque
obtener. Sin perjuicio de que los intervalos y los parametros numéricos que indican el amplio alcance de las
realizaciones sean aproximaciones, los valores numéricos que se indican en los ejemplos especificos se
indican de la forma mas precisa posible. Cualquier valor numérico, sin embargo, contiene inherentemente
ciertos errores que resultan de variaciones en experimentos, mediciones de pruebas, analisis estadisticos y
demas.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la practica de esta invencién pero no se pretende que la limiten.
Los ejemplos segun las reivindicaciones son los que comprenden:

- Glu-plasminégeno en una concentracibn comprendida entre aproximadamente 0,01 mg/ml y
aproximadamente 80 mg/ml;

- cloruro sédico presente en una concentraciéon comprendida entre unos 30 mM y unos 100 mM; y

- arginina o glicina, en una concentracién de entre unos 10 mM y unos 100 mM;

en donde la composicién tiene un pH comprendido entre aproximadamente 5,0 y aproximadamente 8,0; y

en donde la osmolalidad de la composicién estd comprendida entre unos 180 mOsm y unos 350 mOsm.
Ejemplo 1: Estabilidad del plasminégeno en una formulacién congelada

Los resultados del analisis de estabilidad para una composicién farmacéutica que comprende 5 mg/ml de
plasminégeno humano extraido del plasma de acuerdo con una técnica de afinidad de unién descrita en

WO 2006/120423, Citrato 10 mM, NaCl 150 mM, a pH 6,5 (Lote: 2002.pc02_Pg140210.01) se almacenaron a
-20 °C, -30 °C y -80 °C durante hasta 6 meses. Los datos de estabilidad indicaron que el plasmindégeno es
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estable en estas condiciones de congelamiento. El lote de plasminégeno: 2002.pc02_Pg140210.01 se estudid
a-20°C, -30 °Cy -80 °C. El nivel de agregacion se investigé6 mediante SEC-HPLC, el nivel de pureza mediante
SDS-PAGE con condiciones de reduccién, y de no reduccién, el nivel de actividad mediante actividad de BCS
y la concentracién de proteinas mediante absorbancia a 280 nm (ABS2s0). Los resultados de los datos de
estabilidad después de 6 meses demostraron que todos los ensayos que demostraron la estabilidad lograron
las especificaciones deseadas.

Ejemplo 2: Analisis de osmolaridad y porcentaje total de analisis de sélidos

La osmolaridad de las formulaciones 1 a 6 y el porcentaje total de sélidos después de la liofilizacién para las
formulaciones 1-9 se indican en la Tabla 2. El contenido de las Formulaciones 1-9 se define en la Tabla 1A.

Tabla 2
Formulacién | Plasminégeno | Sacarosa | Glicina | NaCl % totaJ _de Osmolaridad
torta sdlida

N.° mg/mL mM mM mM % mOsm
1 5 73 67 68 3,9 265
2 5 73 34 34 3,4 198
3 5 117 67 68 5,4 309
4 5 117 67 34 52 275
5 5 73 67 34 3,7 231
6 5 73 67 75 3,9 272
7 5 27 40 75 3,9 TBD
8 5 26,5 47 75 3,9 TBD
9 5 26 54 75 3,9 TBD

La osmolaridad se encuentra en el intervalo fisiolégico de 240-400 mOsm. La osmolaridad resultante de las
composiciones estudiadas se encuentra de manera ventajosa dentro del intervalo fisiolégico de osmolaridad o
muy cerca de este. El % total de la torta sélida (g de composicién sélida después de la liofilizacién cada 100
ml de la composicién liquida antes de la liofilizaciéon) se encuentra alrededor de 4 % para todas las
composiciones y placebos, que se encuentra a del intervalo preferido de 3,5 to 8 %.

Ejemplo 3: Peso molecular del plasminégeno

El peso molecular del plasminégeno purificado y formulado en la composicién farmacéutica de la presente
invencién tiene un peso molecular de 87.000 (MW), que se determiné mediante el célculo de la secuencia de
aminoécidos primaria del plasminégeno y se verific6 mediante espectrometria de masas.

Ejemplo 4: Estudio de la apariencia de la torta después de la liofilizacién

Las formulaciones 1 a 5 se han liofilizado siguiendo el proceso ciclico que se detalla en la Tabla 5. El contenido
de las Formulaciones 1-5 se define en la Tabla 1A.

Tabla 5
v | ez [ Tempode [ eSS puno g wereni
vida util, [°C] rampa [minutos] [minutos] de presién, [mT]

Carga de producto 5 - 60 Atmosférica

Congelamiento -50 120 240 Atmosférica
Evacuacién -50 - - 50
Principales 22 90 3860 50
Secundarios 35 120 270 50

Las Figuras 2 a 11 son fotografias de los viales que contienen 12,5 ml de las formulaciones 1 a 5
respectivamente, o su placebo correspondiente (sin plasminégeno). Por lo tanto, se ha investigado el efecto de
la presencia de plasmindgeno en la estabilidad de la composicién. La inspeccién fisica de la apariencia de la
torta que se ha formado mediante el proceso de liofilizacién. Todas las tortas han mantenido una densidad
uniforme, sin ninguna decoloracién. Menos de 10 % de los viales evaluados para observar el placebo de las
formulaciones 2, 3 y 5 ha proporcionado una fusién. Menos de 10 % de los viales evaluados para observar el
placebo de la formulacién 1 ha colapsado. Menos de 10 % de los viales evaluados para las formulaciones 1-5
y el placebo de la formulacién 4 ha mostrado una retraccién basal. En general, la apariencia de la torta es
satisfactoria.
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El contenido de la composicién indica temperatura de colapso. Cada excipiente amorfo puro tiene una
temperatura de colapso y Tg' caracteristicas; la temperatura de colapso para la formulacién son las
temperaturas promedio de la masa de todas las composiciones en la fase amorfa. Es importante producir una
formulacién con temperatura de colapso méaxima, debido a que la velocidad de secado es directamente
proporcional a la temperatura de la muestra durante la liofilizacion.

Finalmente, la temperatura de colapso disminuira si las sales (NaCl) y los excipientes no se cristalizan al
maximo. Por ejemplo, la glicina tiene una Tg' de -45 °C, y su contribucién a la fase amorfa puede reducir la
temperatura de colapso a valores bajos poco practicos.

Ejemplo 5: Efecto de los aminoacidos sobre la agregacién de plasminégeno en solucién

El plasminégeno solo en agua genera una cantidad de agregados de plasminégeno que no es aceptable por
la FDA, es decir, mayor que 6000 particulas de 10 pm o mayor cada 100 mL de composicidn (ver la Muestra
F0406 en la Tabla 8). Varias formulaciones a base de sacarosa se han desarrollado para formular
plasmindgenos. Aunque la mayoria de estas formulaciones logran cumplir el umbral de 6000 particulas de 10
HMm o mayor cada 100 mL, se han desarrollado formulaciones que contienen un menor contenido de particulas
y en la presente se estudia el efecto de los aminoacidos para estabilizar el plasminégeno. Estas formulaciones
adicionales contienen 10 mg de plasminégeno y NaCl 35 mM, y se han evaluado tres amortiguadores/pH, es
decir, citrato de sodio 10 mM (pH 6,5), fosfato de sodio 10 mM (pH 7,2) y Tris HCL 10 mM (pH 8,0). Se comparé
la presencia y ausencia de un aminoacido que se selecciona de arginina, alanina y glicina a una concentracién
de 0,5 %. Estas formulaciones son nuevas, es decir, antes de la liofilizaciéon. La Tabla 6 informa sobre el conteo
PMC para las particulas de 10 um o mas y de 25 pm o mas. La presencia de aminoécidos ha demostrado que
un efecto estabilizante ha contribuidos a reducir el nivel de agregacién.

Tabla 6
Pre-lio
Identificacién asignada a Lo Conteo de PMC/mL
| Descripcion de la muestra
a muestra
10 uM 25 pm
F0406 Volumen de Pg en agua a 10 mg/ml 1.039.061 20.181
Rx1 Pg (5 mg/mL), glicina 67 mM 5.793 155
Pg (5 mg/mL), amortiguador de citrato 12 mM,
Rx5 sacarosa 73 mM, NaCl 68 mM, glicina 67 mM, 5.495 243
pH 6,5
Pg (5 mg/mL), amortiguador de citrato 12 mM,
Rx6 sacarosa 117 mM, NaCl 68 mM, pH 6,5 4.068 94
Pg (5 mg/mL), amortiguador de citrato 12 mM,
Rx7 sacarosa 117 mM, NaCl 68 mM, pH 6,5 3349 96
Pg (10mg/mL), Citrato de sodio 10 mM, NaCl
F0080 35 mM, pH 6,5 147 0
Pg (10mg/mL), Citrato de sodio 10 mM, NaCl
F0081 35 mM, glicina 66 mM (0,5 %), pH 6,5 109 0
Pg (10 mg/mL), Citrato de sodio 10 mM, NaCl
F0082 35 mM. arginina 28,5 mM (0,5 %), pH 6,5 122 L
Pg (10mg/mL), Citrato de sodio 10 mM, NaCl
F0083 35 mM, alanina 26 mM (0,5 %), pH 6,5 91 L
Pg (10 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl
F0102 35 mM, pH 7.2 271 18
Pg (10 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl
FO103 35 mM, glicina 66 mM (0,5 %), pH 7,2 124 6
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Pre-lio
Identificacién asignada a L Conteo de PMC/mL
Descripcion de la muestra
la muestra
10 uM 25 pm
Pg (10 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl
F0104 35 mM, arginina 28,5 mM (0,5 %), pH 7,2 128 3
Pg (10 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl
F0105 35 mM, alanina 26 mM (0,5 %), pH 7,2 180 2
F0106 Pg (10 mg/mL), Tris 1800mM, NaCl 35 mM, pH 118 5
Pg (10 mg/mL), Tris 10 mM, NaCl 35 mM,
Fo107 glicina 66 mM (0,5 %), pH 8,0 91 7
Pg (10 mg/mL), Tris 10 mM, NaCl 35 mM,
F0108 arginina 28,5 mM (0,5 %), pH 8,0 75 3
Pg (10 mg/mL), Tris 10 mM, NaCl 35 mM,
F0109 alanina 26 mM (0,5 %), pH 8,0 46 L

Ejemplo 6: Efecto de manitol combinado con aminoacido sobre la agregacion de plasminégeno

Se ha evaluado la presencia del agente espesante manitol al 0,5 %, en las formulaciones que contienen 10 mg
de plasmindégeno y NaCl 35 mM, con citrato de sodio 10 mM (pH 6,5), fosfato de sodio 10 mM (pH 7,2) o Tris
HCL 10 mM (pH 8,0), con y sin aminoacido (clorhidrato de arginina al 0,5 %, alanina o glicina) y se indica en la
Tabla 7. En este estudio de evaluaron formulaciones nuevas (antes de la liofilizacién). Generalmente, la
presencia de manitol ha disminuido el conteo de particulas. Generalmente, la combinaciéon de manitol y
aminoécido contribuye a bajar los conteos de particulas, y especialmente con la combinacidén de arginina con

manitol.
Tabla 7
o _ Pre-lio
ldentificacién asignada Descripcion de la muestra Conteo de PMC/mL
a la muestra
10 uM 25 um

F0114 Pg (9 mg/mL), citrato d;j%déo 10 mM, NaCl 35 mM, 3610 61
Pg (9 mg/mL), Citrato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

FO115 manitol 27 mM (0,5 %), pH 8,5 805 8
Pg (9 mg/mL), Citrato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

FO116 glicina 66 mM (0,5 %), manitol 27 mM (0.5 %), pH 6,5 | 202 13
Pg (9 mg/mL), Citrato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

FO117 arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 27 mM (0,5 %), pH 520 11
Pg (9 mg/mL), Citrato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

F0118 alanina 26 mM (0,5 %), manitol 27 mM (0,5 %), pH 990 1

F0119 Pg (9 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM, 133 6

pH 7,2

Pg (9 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

F0120 manitol 27 mM (0,5 %), pH 7,2 107 3

F0121 Pg (9 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM, 191 6
glicina 66 mM (0,5 %), manitol 27 mM (0,5 %), pH 7,2
Pg (9 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

F0122 arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 27 mM (0,5 %), pH 95 2
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Identificacién asignada

Descripcion de la muestra

Pre-lio
Conteo de PMC/mL

a la muestra
10 uM 25 um
Pg (9 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,
F0123 alanina 26 mM (0,5 %), manitol 27 mM (0,5 %), pH 113 5
F0124 Pg (9 mg/mL), Tris 10 mM, NaCl 35 mM, pH 8,0 86 2
Pg (9 mg/mL), Tris 10 mM, NaCl 35 mM, manitol 27
F0125 mM (0,5 %), pH 8.0 578 10
Pg (9 mg/mL), Tris 10 mM, NaCl 35 mM,
F0126 163 5
Glicina66 mM (0,5 %), manitol 27 mM (0,5 %), pH 8,0
F0127 Pg (9 mg/mL), tris 10 mM, NaCl 35 mM, arginina 28,5 13 3
mM (0,5 %), manitol 27 mM (0,5 %), pH 8,0
Pg (9 mg/mL), Tris 10 mM, NaCl 35 mM,
F0128 119 8
alanina26 mM (0,5 %), manitol 27 mM (0,5 %), pH 8,0

Ejemplo 7: Efecto del conservante en la agregacién de plasminégeno

Se ha evaluado la presencia del conservante, tal como fenol al 0,1 %, en las formulaciones que contienen 9 o
10 mg de plasminégeno y NaCl 35 mM, con citrato de sodio 10 mM (pH 6,5), fosfato de sodio 10 mM (pH 7,2)
o Tris HCL 10 mM (pH 8,0), con clorhidrato de arginina al 0,5 %, o la combinacidn de clorhidrato de arginina al
0,5 % y manitol al 0,5 %. En este estudio de evaluaron formulaciones nuevas (antes de la liofilizacién). Los
conteos de materia particulada (PMC) se indican en la Tabla 8. De manera ventajosa, la presencia de fenol no
ha afectado significativamente los conteos de particulas.

Tabla 8

Identificacion
asignada a la

Descripcidn de la muestra

Pre-lio PMC Conteo/mL

muestra 10 M 25 um

F0114 Pg (9 mg/mL), citrato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM, pH 6,5 3.610 61
Pg (10 mg/mL), Citrato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

FO143 arginina 28,5 mM (0,5 %), pH 6,5 609 8
Pg (10 mg/mL), Citrato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

Fo144 arginina 28,5 mM (0.5 %), fenol al 0,1 %, pH 6,5 3.191 27
Pg (10 mg/mL), Citrato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

F0145 arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 27 mM (0,5 %), fenol al 1.538 9

0,1 %, pH 86,5

Pg (10 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

FO155 arginina 28,5 mM (0,5 %), pH 7,2 1.097 /
Pg (10 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

FO156 arginina 28,5 mM (0,5 %), fenol al 0,1 %, pH 7,2 4370 6
Pg (10 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

F0157 arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 27 mM (0,5 %), fenol al 747 9

0,1%,pH72
Pg (10 mg/mL), Tris 10 mM, NaCl 35 mM, arginina 28,5 mM
F0158 (0,5 %), pH 8,0 169 4
Pg (10 mg/mL), Tris 10 mM, NaCl 35 mM, arginina 28,5 mM
FO159 (0,5 %), fenol al 0,1 %, pH 8,0 168 3
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Pg (10 mg/mL), Tris 10 mM, NaCl 35 mM, arginina 28,5 mM

F0160 (05 %), manitol 27 mM (0,5 %), fenol al 0.1 %, pH 8,0

175 1

Se compararon varios conservantes. La Tabla 9 indica una comparacién de CMC al 0,5 %, fenol al 0,1 % y
dextrano al 0,5 % dentro de las formaciones de las formulaciones que contienen 10 mg de plasminégeno y
NaCl 35 mM, con citrato de sodio 10 mM (pH 6,5), fosfato de sodio 10 mM (pH 7,2) o Tris HCL 10 mM (pH 8,0),
y clorhidrato de arginina al 0,5 %. En este estudio de evaluaron formulaciones nuevas (antes de la liofilizacién).
La presencia de dextrano o fenol no ha afectado significativamente la agregacién. Sin embargo, CMC ha
aumentado significativamente la agregacién. Esto no sorprende ya que se sabe que la CMC aumenta la
viscosidad de una solucién y se utiliza frecuentemente en la preparacién de formulaciones de gotas para los
0jos.

Tabla 9

Pre-lio

e Conteo de PMC/mL
|dentificacién de la

muestra

Descripcion de la muestra
10 uM 25 um

Pg (9 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM, pH

F0119 72

133 6

Volumen de Pg (10 mg/mL) en fosfato de Na 10 mM,
F0569 NaCl 35 mM, arginina 28,5 mM (0,5 %), pH 7,2, filtrado 19 1
(FO199), F/IT=1x

Pg (10 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM,

FOS70 arginina 28,5 mM (0,5 %), CMC al 0,5 %, pH 7,2 7.783 1

FO571 Pg (10 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM, o5 1
arginina 28,5 mM (0,5 %), fenol al 0,1 %, pH 7,2

FO572 Pg (10 mg/mL), fosfato de sodio 10 mM, NaCl 35 mM, 37 1

arginina 28,5 mM (0,5 %), dextrano al 0,5 %, pH 7,2

Ejemplo 8: Efecto del aminoacido y su concentracién en la agregacién de plasmindégeno

Se evaluaron la arginina a 0,5 % y 1 % en formulaciones de plasminégeno 10 mg/mL, NaCl 35 mM, fosfato de
sodio 10 mM (NaPi), pH 7,2, después de la liofilizacién y la reconstitucién. Los conteos de particulas (PMC) se
indican en la Tabla 10, que muestran que ambas concentraciones de arginina son muy buenas para mantener
un valor de PMC bajo.

Tabla 10
Conteo de
o PMC/mL Pre-
Ider_1t|f|ca0|on L Reconstitucién | Volumen lio
asignada a Descripcidn de la muestra en dH20 (ml) (mi)

la muestra 10 25
HM Hm

Pg 10mg/mL, Arg 28 mM (0,5 %), NaCl 35
F0211 mM, NaPi 10 mM, pH 7.2 12,5 4 871 2

Pg 10mg/mL, Arg 57 mM (1 %), NaCl 35
F0213 mM. NaPi 10 mM, pH 7.2 12,5 4 124 11

La arginina glicina y alanina al 1 % se compararon en formulaciones de plasminégeno 10 mg/mL, NaCl 35 mM,
fosfato de sodio 10 mM (NaPi), pH 7,2, después de la liofilizacién y la reconstitucion. Los conteos de particulas
(PMC) se muestran en la Tabla 11, que muestra que la arginina es mejor que la alanina y la glicina para
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mantener un valor de PMC bajo en las condiciones estudiadas, aunque estos tres aminoacidos proporcionan
valores de PMC aceptables, es decir, por debajo de las 6000 particulas igual a, o mayor que, 10 um cada 100
mL.

Tabla 11
dentificacis R fitucio Vol Pre-lio PMC
entificacion L econstitucién olumen Conteo/mL
asignada a la muestra Descripcion de la muestra en dH20 (ml) (ml)
10 uM 25 pm
Pg 10mg/mL, Arg 57 mM (1
F0215 %), NaCl 35 mM, NaPi 10 12,5 4 178 6
mM, pH 7,2
Pg 10mg/mL, Gly 57 mM (1
F0217 %), NaCl 35 mM, NaPi 10 12,5 4 881 5
mM, pH 7,2
Pg 10mg/mL, Ala 57 mM (1
F0219 %), NaCl 35 mM, NaPi 10 12,5 4 5.713 9
mM, pH 7,2

Ejemplo 9: Porcentaje total de sélido y osmolaridad

La osmolaridad de diversas formulaciones de 10 mg/mL de plasminégeno y el porcentaje de materia sélida
utilizada para preparar dichas formulaciones se indican en la Tabla 12. La osmolaridad de diversas
formulaciones de 20 mgl/mL de plasminégeno y el porcentaje de materia sélida utilizada para preparar dichas
formulaciones se indican en la Tabla 13. La osmolaridad resultante de las formulaciones estudiadas se
encuentra de manera ventajosa dentro del intervalo fisiolégico de osmolaridad o muy cerca de este. El
porcentaje total de la materia sélida se calcula a partir del contenido de plasminégeno, modificador de tonicidad
y agente espesante de este y es un buen indicador del tamafio de la torta resultante después de la liofilizacién.

Tabla 12
Identificacion o % total de | mOsmvkg
asignada a la Descripcidn de la muestra s6lido H-O
muestra 2
Control Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35 1.0% 104
mM, pH 6,5
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0468 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %) 1.5 157
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0469 mM. pH 6,5, arginina 28,5 mM (0.5 %), manitol 54 mM (1 %) 2.5 209
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0470 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0.5 %), manitol 108 mM (2 %) 3.5 377
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0471 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 54 mM (1 %) 2.5 205
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0472 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 108 mM (2 %) 3,9 298
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0473 mM, pH 6.5, arginina 57 mM (1 %) 2.0 204
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
FO474 mM, pH 6,5, arginina 57 mM (1 %), manitol 54 mM (1 %) 3.0 263
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0475 mM, pH 6,5, arginina 57 mM (1 %), manitol 108 mM (2 %) 4.0 325
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0476 mM, pH 6.5, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 54 mM (1 %) 3.0 252
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
Fo477 mM, pH 6,5, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 108 mM (2 %) 4.0 294
Identificacion L % total de | mOsmikg
asignada a la Descripcidn de la muestra s6lido H-O
muestra 2
Control Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35 1.0% 106
mM, pH 7,2
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0448 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5 %) 15 155
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Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35

mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 54 mM (1 %)

F0449 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0.5 %), manitol 54 mM (1 %) 2.5 248
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35

F0450 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 108 mM (2 %) 3.5 345

F0451 Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35 55 935
mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 54 mM (1 %) '
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35

F0452 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0.5 %), sorbitol 108 mM (2 %) 3.5 374
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35

F0453 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1 %) 2.0 283
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35

F0454 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1 %), manitol 54 mM (1 %) 3,0 304
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35

F0455 mM, pH 7.2, arginina 57 mM (1 %), manitol 108 mM (2 %) 4.0 255
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35

F0456 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 54 mM (1 %) 3.0 217
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35

F0457 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 108 mM (2 %) 4.0 284
Identificacion L % total de | mOsmikg
asignada a la Descripcidn de la muestra s6lido H-O

muestra 2

Control Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM, 1.00% 86

pH 8,0

Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,

Fo488 pH 8.0, arginina 28,5 mM (0,5 %) 15 144
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,

F0489 pH 8,0, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 54 mM (1 %) 2.5 176
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,

F0490 pH 8,0, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 108 mM (2 %) 3,9 324
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,

F0491 bH 8,0, arginina 28 5 mM (0,5 %), sorbitol 54 mM (1 %) 2.5 200
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,

F0492 pH 8,0, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 108 mM (2 %) 3.5 199
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,

F0493 pH 8,0, arginina 57 mM (1 %) 2.0 186
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,

F0494 pH 8,0, arginina 57 mM (1 %), manitol 54 mM (1 %) 3.0 248
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,

F0495 bH 8.0, arginina 57 mM (1 %), manitol 108 mM (2 %) 4.0 217
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,

F0496 pH 8,0, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 54 mM (1 %) 3.0 239
Identificacion o % total de | mOsmvkg
asignada a la Descripcidn de la muestra s6lido H-O

muestra 2
P2146 volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl
F0497 35 mM, pH 8,0, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 108 mM (2 %) 4.0 290
Tabla 13
Idgntlflcacmn L % total de | mOsm/kg
asignada a la Descripcidn de la muestra s6lido H-0
muestra 2
Control Volumen de Pg (20 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35 2.0% 112
mM, pH 6,5
Volumen de Pg (20 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
Fo478 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %) 25 170
Volumen de Pg (20 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0479 mM., pH 6 5, arginina 28,5 mM (0.5 %), manitol 54 mM (1 %) 3.5 245
Volumen de Pg (20 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0480 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0.5 %), manitol 108 mM (2 %) 4.5 307
F0481 Volumen de Pg (20 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35 35 955
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Volumen de Pg (20 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35

F0482 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0.5 %), sorbitol 108 mM (2 %) 4.5 306
Volumen de Pg (20 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
Fo483 mM, pH 6,5, arginina 57 mM (1 %) 3,0 243
Volumen de Pg (20 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
Fo484 mM, pH 6,5, arginina 57 mM (1 %), manitol 54 mM (1 %) 4.0 264
Volumen de Pg (20 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0485 mM, pH 6,5, arginina 57 mM (1 %), manitol 108 mM (2 %) 5,0 341
Volumen de Pg (20 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0486 MM, pH 6,5, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 54 mM (1 %) 4.0 337
Volumen de Pg (20 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
Fo487 mM, pH 6 5, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 108 mM (2 %) 5.0 370
Identificacion o % total de | mOsmkg
asignada a la Descripcidn de la muestra s6lido H-O
muestra 2
P24129 volumen de Pg (20 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, o
Control NaCl 35 mM, pH 7,2 2,0% 113
Volumen de Pg (20 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0458 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0.5 %) 2.5 200
Volumen de Pg (20 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0459 mM, pH 7 2, arginina 28,5 mM (0.5 %), manitol 54 mM (1 %) 3.5 265
Volumen de Pg (20 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0460 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0.5 %), manitol 108 mM (2 %) 4.5 293
F0461 Volumen de Pg (20 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35 35 279
mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 54 mM (1 %) '

Identificacion L % total de | mOsmikg
asignada a la Descripcidn de la muestra s6lido H-O
muestra 2
F0462 Volumen de Pg (20 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35 45 310
mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 108 mM (2 %) '

Volumen de Pg (20 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0463 mM, pH 7.2, arginina 57 mM (1 %) 3,0 259
Volumen de Pg (20 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
Fo464 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1 %), manitol 54 mM (1 %) 4.0 350
Volumen de Pg (20 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0485 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1 %), manitol 108 mM (2 %) 5,0 412
Volumen de Pg (20 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0466 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 54 mM (1 %) 4.0 366
Volumen de Pg (20 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
Fo467 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 108 mM (2 %) 5,0 419
Idgntlflcacmn L % total de | mOsm/kg
asignada a la Descripcidn de la muestra s6lido H-0
muestra 2
Control Volumen de Pg (20 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM, 2.0% 89
pH 8,0
Volumen de Pg (20 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0498 pH 8,0, arginina 28 5 mM (0,5 %) 2.5 201
Volumen de Pg (20 mg/ml) en Tris-HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0499 pH 8,0, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 54 mM (1 %) 3.5 260
Volumen de Pg (20 mg/ml) en Tris-HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0500 pH 8,0, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 108 mM (2 %) 4.5 313
F0501 Volumen de Pg (20 mg/ml) en Tris-HCI 10 mM, NaCl 35 mM, 35 200

pH 8,0, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 54 mM (1 %)
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0502 | OV e 285 M 0. %) sorotol 6amm (26 | 45| 310
F0503 Volumen de Pg (2Ogglrg1rléiiir1n;'rés7l-r|ncl\lﬂ1((1) Zzl;/l NaCl 35 mM, pH 3.0 246
0504 | MR s 57 b (150 manitol S (1) | 40| %14
e N e el I
el I
F0507 Vommeg,g,eaFr)girg?nOan‘]Sg;rmz\/leF’l;zi),s S|_i)(r:k|)i:clc?l tlnol\g, rﬂl\ejlc(|23°2)mM, P 5.0 279

Ejemplo 10: Conteos de particulas (PMC)

Los conteos de particulas (PMC) para las particulas iguales a, o mayores que, 10 um de las formulaciones que
se describen en la Tabla 12 se indican en la Tabla 14; y los conteos de particulas (PMC) para las particulas
iguales a, o mayores que, 10 um de las formulaciones que se describen en la Tabla 13 se indican en la Tabla
15.

Tabla 14

Conteo de | Conteo de

|dentificacién PMC/mL PMC/mL

asignada a la Descripcidn de la muestra Predio 10 | Lio-Recon
muestra um 10 pm
Control Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35 379 389
mM, pH 6,5

Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35

F0468 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %) 35 224
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35

F0469 mM. pH 6,5, arginina 28,5 mM (0.5 %), manitol 54 mM (1 %) 37 136

F0470 Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35 33 152
mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 108 mM (2 %)

F0471 Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35 21 159
mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 54 mM (1 %)
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35

Fo472 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0.5 %), sorbitol 108 mM (2 %) 94 258
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35

F0473 mM, pH 6.5, arginina 57 mM (1 %) 45 342
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35

Fo474 mM, pH 8,5, arginina 57 mM (1%), manitol 54 mM (1 %) 61 218
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35

F0475 mM, pH 6,5, arginina 57 mM (1%), manitol 108 mM (2%) 129 138
Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35

F0476 mM, pH 6,5, arginina 57 mM (1%), sorbitol 54 mM (1 %) 112 401

F0477 Volumen de Pg (10 mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35 155 159

mM, pH 6,5, arginina 57 mM (1%), sorbitol 108 mM (2%)

Conteo de | Conteo de

|dentificacién PMC/mL PMC/mL

asignada a la Descripcidn de la muestra Predio 10 | Lio-Recon
muestra
gm 10 um
Control Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35 2 400 3819
mM, pH 7,2
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0448 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5 %) 135 198
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0449 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 54 mM (1 %) 171 104
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0450 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0.5 %), manitol 108 mM (2 %) 267 254
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0451 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0.5 %), sorbitol 54 mM (1 %) 122 133
Identificacién Descripcion de la muestra Conteo de | Conteo de
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asignada a la PMC/mL PMC/mL
muestra Pre-lio 10 | Lio-Recon
um 10 um
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0452 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 108 mM (2 %) 214 176
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0453 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1%) 37 262
F0454 Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35 63 84
mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1%), manitol 54 mM (1 %)
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0455 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1%), manitol 108 mM (2 %) 109 150
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0456 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1%), sorbitol 54 mM (1 %) 86 169
Volumen de Pg (10 mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0457 mM, pH 7.2, arginina 57 mM (1%), sorbitol 108 mM (2 %) 85 229
Control Volumen de Pg (10 mg/ml)sﬂ ;Ig'r(l)s HCI 10 mM, NaCl 35 mM, 3341 4007
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0488 pH 8.0, arginina 28,5 mM (0,5 %) 150 414
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0489 pH 8,0, arginina 28 5 mM (0,5 %), manitol 54 mM (1 %) 151 387
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0490 pH 8,0, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 108 mM (2 %) 91 528
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0491 pH 8,0, arginina 28 5 mM (0,5 %), sorbitol 54 mM (1 %) 240 589
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0492 bH 8.0, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 108 mM (2 %) 120 507
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0493 pH 8,0, arginina 57 mM (1%) 103 229
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0494 pH 8,0, arginina 57 mM (1%), manitol 54 mM (1 %) 90 507
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0495 bH 8.0, arginina 57 mM (1%), manitol 108 mM (2 %) 67 256
Volumen de Pg (10 mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0496 pH 8,0, arginina 57 mM (1%), sorbitol 54 mM (1 %) 131 375
Volumen de Pg (10mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0497 bH 8.0, arginina 57 mM (1%), sorbitol 108 mM (2 %) 62 456
Tabla 15
Identificacion Conteo Conteo
asignada a la Descripcion de la muestra PF;QA(I_:i/c:n1LO LT(IJ\ARCér:cl;n
muestra ) -
gm 10um
Control Volumen de Pg (20mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35 1100 793
mM, pH 6,5
Volumen de Pg (20mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0478 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %) 17 358
Volumen de Pg (20mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0479 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 54 mM (1 %) 118 572
Volumen de Pg (20mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0480 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 108 mM (2 %) 132 515
Volumen de Pg (20mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0481 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 54 mM (1 %) 96 427
Volumen de Pg (20mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0482 mM, pH 6,5, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 108 mM (2 %) 101 585
Volumen de Pg (20mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0483 mM. pH 6,5, arginina 57 mM (1%) 132 286
Volumen de Pg (20mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
Fo484 mM, pH 6.5, arginina 57 mM (1%), manitol 54 mM (1 %) 115 537
Volumen de Pg (20mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0485 mM, pH 6,5, arginina 57 mM (1%), manitol 108 mM (2 %) 154 362
Volumen de Pg (20mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35
F0486 mM, pH 8,5, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 54 mM (1 %) 114 535
F0487 Volumen de Pg (20mg/ml) en citrato de Na 10 mM, NaCl 35 194 384
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mM, pH 6,5, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 108 mM (2 %)

pH 8,0, arginina 57 mM (1%), sorbitol 108 mM (2 %)

Identificacion Conteo Conteo
asignada a la Descripcion de la muestra PPME./m1LO LF_’MR(E/mL
muestra re-Lio io-Recon
um 10um
Control Volumen de Pg (20 mg/mrrl])'v(lanpfﬁs;a;o de Na 10 mM, NaCl 35 3784 2619
Volumen de Pg (20mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0458 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5 %) 75 398
F0459 Volumen de Pg (20mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35 %6 193
mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 54 mM (1 %)
Volumen de Pg (20mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0460 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5%), manitol 108 mM (2 %) 128 198
Volumen de Pg (20mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0461 mM. pH 7,2, arginina 28,5 mM (0.5 %), sorbitol 54 mM (1 %) 123 659
Identificacion Conteo Conteo
asignada a la Descripcion de la muestra PPME./m1LO LF_’MR(E/mL
muestra re-Lio io-Recon
gm 10um
Volumen de Pg (20mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0462 mM, pH 7,2, arginina 28,5 mM (0,5%), sorbitol 108 mM (2 %) 103 317
Volumen de Pg (20mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0463 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1%) 93 270
Volumen de Pg (20mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0464 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1%), manitol 54 mM (1 %) 99 386
Volumen de Pg (20mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0485 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1 %), manitol 108 mM (2 %) 139 172
Volumen de Pg (20mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0466 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 54 mM (1 %) 67 681
Volumen de Pg (20mg/ml) en fosfato de Na 10 mM, NaCl 35
F0467 mM, pH 7,2, arginina 57 mM (1 %), sorbitol 108 mM (2 %) 93 261
e Conteo Conteo
Identificacidn PMC/mL PMC/mL
amg}r;e:i?r: la Descripcion de la muestra Pre-Lio 10 | Lio-Recon
um 10um
Control Volumen de Pg (20mg/ml) SIZ 'Ié;rlg HCI 10 mM, NaCl 35 mM, 6.315 7123
Volumen de Pg (20mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0498 bH 8.0, arginina 28,5 mM (0,5 %) 629 3.382
Volumen de Pg (20 mg/ml) en Tris-HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0499 pH 8,0, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 54 mM (1 %) 1329 1.596
Volumen de Pg (20 mg/ml) en Tris-HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0500 pH 8,0, arginina 28,5 mM (0,5 %), manitol 108 mM (2 %) 1007 896
Volumen de Pg (20 mg/ml) en Tris-HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0501 pH 8.0, arginina 28 5 mM (0,5 %), sorbitol 54 mM (1 %) 649 1.401
Volumen de Pg (20mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0502 pH 8,0, arginina 28,5 mM (0,5 %), sorbitol 108 mM (2 %) 793 684
Volumen de Pg (20mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0503 pH 8,0, arginina 57 mM (1 %) 459 703
Volumen de Pg (20mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0504 pH 8.0, arginina 57 mM (1%), manitol 54 mM (1 %) 505 608
P2147 volumen de Pg (20mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl
F0505 35 mM, pH 8,0, arginina 57 mM (1%), manitol 108 mM (2 %) 155 382
Volumen de Pg (20mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM,
F0506 pH 8,0, arginina 57 mM (1%), sorbitol 54 mM (1 %) 213 898
e Conteo Conteo
Identificacidn PMC/mL PMC/mL
amg}r;e:i?r: la Descripcion de la muestra Pre-Lio 10 | Lio-Recon
gm 10um
F0507 Volumen de Pg (20mg/ml) en Tris HCI 10 mM, NaCl 35 mM, 101 431

Las imagenes de los viales se muestran en las Figuras 12, 13 y 14, que contienen formulaciones F0498, F0449
y F0459, respectivamente, como ejemplos representativos de la aparicién de las formulaciones liofilizadas
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sobre las que se informa en las Tablas 12-15.
Ejemplo 10: Agregacién de plasminégeno reversible

La agregacion de plasminégeno es reversible tal como se demostré en este estudio. Las muestras de
plasmindgeno congeladas (volumen de Pg) de 5 mg/ml, se dializaron en dH20 y se precipitaron rapidamente,
se descongelaron, se filtraron a través de un filtro de jeringa de 1,2 um, y se utilizaron como material de partida
para control (control de Pg). Se agregaron alicuotas de 2 ml de Pg de control a viales de vidrio, inyectados
previamente con soluciones madre de amortiguador de citrato de Na 1 M pH 6,5 (Muestra 1), fosfato de Na 0,5
M, pH 7,2 (Muestra 2) o Tris-HCI 1 M, pH 8,0 (Muestra 3) para obtener una concentracién final de amortiguador
de 10 mM para cada pH, respectivamente. Las muestras 1, 2 y 3 se muestran en la Figura 15, donde el control
no inyectado es la Muestra 0. Las muestras 1, 2 y 3 se inyectaron adicionalmente con soluciones madre de
NaCl 5 My Arginina 0,8 M para obtener una concentracion final de NaCl 35 mM y Arg 28,5 mM (0,5 %) en cada
muestra y se muestran en la Figura 16. Los estdndares de turbidez de 0,02, 20, 100, 800 NTU respectivamente,
se utilizaron en las Figuras 15 y 16, como referencia. Puede observarse de la Figura 15 que el ajuste de pH ha
disuelto una cantidad considerable de agregados. En la Figura 16, las Muestra 1, 2y 3 se vuelven transparentes
por la adicién de Arginina y NaCl y no se puede detectar ninglin agregado visualmente.

La turbidez de las Muestras 0, 1, 2 y 3 de la Figura 16 se midieron mediante la lectura de la densidad éptica
(OD) a 550 nm utilizando calibracién estandar con estandares de referencia de turbidez que se muestran en
las Figuras 15y 16. La turbidez se indica en Unidades de Turbidez Nefelométricas (NTU) en la Tabla 16. Se
midieron alicuotas de 1 ml de cada muestra antes (T=0) y después de inyectar las muestras 1, 2 y 3 con
amortiguador, NaCl y Arginina a 0,1 hora, 17 horas 21 horas y 24 horas. La desagregacién es rapida y se
puede percibir a solo 0,1 hora después de la inyeccion, y se mantiene durante 24 horas.

Tabla 16
|dentificacién . Turbidez (NTU por OD 550)
asignada a la Descripcidén de la muestra
muestra T=0 T=0,1h | T=17 h T=21h T=24h
Volumen de Pg (5 mg/ml),
F0138 Conc. 2x dH20 1008 1008 1209 858 372
intercambiado
Volumen de Pg (5 mg/mL)
en Citrato de sodio 10 mM,
F0139 NaCl 35 mM, arginina 28,5 1008 30 37 39 60
mM (0,5 %), pH 6,5
Volumen de Pg (5 mg/mL)
en fosfato de sodio 10 mM,
F0140 NaCl 35 mM, arginina 28 5 1008 49 60 68 100
mM (0,5 %), pH 7,2
Volumen de Pg (5 mg/mL)
en Tris 10 mM, NaCl 35 mM,
F0141 arginina 28,5 mM (0.5 %) 1008 49 56 66 92
pH 8,0

Ejemplo 11: Efecto del aminoacido en el transcurso del tiempo en la turbidez de la composicién

Se midié la turbidez en composiciones que contienen 10 mg de plasminégeno y NaCl 35 mM con glicina,
arginina, alanina al 0,5 % y sin aminoacidos, a pH 6,5 en amortiguador citrato de sodio (Figura 17), pH 7,2 en
amortiguador fosfato de sodio (Figura 18) y a un pH 8,0 en amortiguador Tris (Figura 19).

Las composiciones evaluadas en las Figuras 17, 18 y 19 se reprodujeron en presencia de manitol al 0,5 %
como agente espesante y se informé sobre esto en las Figuras 20, 21y 22, respectivamente.

En todos los casos, la presencia de aminoéacidos proporciona un efecto estabilizante y mantiene o disminuye
la turbidez. Al comparar los tipos de aminoécidos, la arginina presenta el mejor efecto estabilizante y la menor
turbidez en todos los pH analizados y en presencia y en ausencia del agente espesante, es decir, manitol al
0,5 %.

Ejemplo 12: composicién con concentracion elevada de plasmindégenos
Se han estudiado las composiciones que contienen una concentracién elevada de plasminégeno. Se informa
sobre los conteos PMC para particulas de 10 um o mas, y de 25 ym o mas en la Tabla 17 para composiciones

de 20 mg/ml de plasminégeno en citrato de sodio 10 mM o 100 mM, NaCl 35 mM, a pH 6,5, con y sin arginina
al 1 %, y composiciones de 37 y 56 mg/ml de plasminégeno en citrato de sodio 100 mM, NaCl 35 mM, a pH
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6,5, con arginina al 1 %.

La Tabla 17 muestra que las formulaciones de la presente invencién permiten ventajosamente la preparacion
de composiciones que comprenden concentraciones elevadas de plasminégeno (37 y 56 mg/ml) sin provocar
un nivel inaceptable de particulas.

Tabla 17
. Descripcion de muestra
asignada 10pm 25um
P24138 Pg (20 mg/ml) Vol en citrato de Na 10 mM, NaCl 35 mM, pH 6,5 983 8
Pg (20 mg/ml) Vol en citrato de Na 10 mM, NaCl 35 mM, pH 6,5,
F0483 nina 57mM (1 %
arginina 57mM (1 %) 525 0
F0614 Pg (20 mg/ml) Vol en C|tra_tq de Na 10 mM, NaCl 100 mM, pH 6,5, 667 33
arginina 57mM (1 %)
Pg (37 mg/ml) Vol en citrato de Na 10 mM, NaCl 100 mM, pH 6,5, 305 33
F0615 arginina 57mM (1 %)
Pg (56 mg/ml) Vol en citrato de Na 10 mM, NaCl 100 mM, pH 6,5, 292 17
F0616 arginina 57mM (1 %)

Ejemplo 13: Actividad de plasminégeno
La actividad del plasminégeno para cada formulacidén ejemplificada se estudié en la presente y se comparé con

la actividad del plasminégeno de la preparacidn inicial o preparaciéon en volumen (Pg en volumen). Se ha
observado que la actividad del plasminégeno no es afectada por ninguna de estas formulaciones.
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REIVINDICACIONES:

1. Una composicién farmacéutica que comprende:

- plasmin6égeno, o una variante biolégicamente activa del mismo que tenga al menos un 90% de identidad de
secuencia de aminoacidos con un polipéptido de plasminégeno nativo, en una concentraciéon de
aproximadamente 0,01 mg/ml a aproximadamente 80 mg/ml;

- un modificador de la tonicidad, que se encuentra en una concentracién ajustada para alcanzar una
osmolalidad de la composicién comprendida entre unos 180 mOsm y unos 350 mOsm, en donde el modificador
de la tonicidad es cloruro sédico y esta presente en una concentracién comprendida entre unos 30 mM y unos
100 mM; y

- un agente estabilizador, que es arginina o glicina, en una concentraciéon de entre unos 10 mM y unos 100
mM;

en donde la composicién tiene un pH comprendido entre 5,0 y 8,0 aproximadamente, y

en donde dicho plasminégeno o una variante biolégicamente activa del mismo consiste en méas del 80% de
Glu-plasminégeno o dicho plasminégeno o una variante biolégicamente activa del mismo es Glu-plasminégeno,
en donde el término “aproximadamente” abarca + o - 10% del valor correspondiente.

2. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 1, en donde el pH es de aproximadamente 6,0 a
aproximadamente 8,0, o de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5 en donde el término
«aproximadamente» abarca + o - 10% del valor correspondiente.

3. La composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde la composicién contiene
una cantidad de particulas igual o superior a 10 um que es inferior a 6000 particulas por envase, en donde el
envase tiene un contenido nominal inferior o igual a 100 ml.

4. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 3, en donde la cantidad de particulas es inferior a 2000 o
1000 particulas por envase, en donde el envase tiene un contenido nominal inferior o igual a 100 ml.

5. La composicién farmacéutica de cualquier reivindicacién precedente, comprendiendo ademas un
conservante; opcionalmente, en donde el conservante es m-cresol, alcohol bencilico, metanol, etanol, iso-
propanol, butilparabeno, etilparabeno, metilparabeno, fenol, glicerol, xilitol, resorcinol, catecol, 2,6-
dimetilciclohexanol, 2-metil-2,4-pentadiol, dextrano, polivinilpirrolidona, 2-clorofenol, cloruro de bencetonio,
mertiolato (timersosal), acido benzoico (propilparabeno) MW 180. 2, 4cido benzoico MW 122,12, cloruro de
benzalconio, clorobutanol, benzoato sédico, propionato sédico, cloruro de cetilpiridinio, o cualquier combinacién
de los mismos; y opcionalmente en donde la concentracidn del conservante es de aproximadamente 0,005 a
aproximadamente 10% (p/v), donde el término «aproximadamente» abarca + o - 10% del valor correspondiente.

6. La composicién farmacéutica de cualquier reivindicacion precedente, que es adecuada para administracion
intravenosa, subcuténea, tépica, intradérmica, oftalmica y/o intramuscular.

7. La composicién farmacéutica de cualquier reivindicacién precedente, en donde el agente estabilizante se
encuentra en una concentraciéon de aproximadamente 25 mM a aproximadamente 75 mM, en donde el término
«aproximadamente» abarca + o - 10% del valor correspondiente.

8. La composiciébn farmacéutica de cualquier reivindicacion anterior, en donde la concentracién del
plasmindgeno o variante biol6gicamente activa del mismo es de aproximadamente 2 mg/ml a aproximadamente
20 mg/ml, en donde el término “aproximadamente” abarca + o - 10% del valor correspondiente.

9. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 8, en donde la concentracién del plasmindgeno o variante
biolégicamente activa del mismo es de aproximadamente 20, 10 o 5 mg/ml, en donde el término
«aproximadamente» abarca + o - 10% del valor correspondiente.

10. La composicién farmacéutica de cualquier reivindicacién anterior, en donde el plasminégeno o variante
biol6gicamente activa del mismo representa al menos el 80% del contenido proteico total de la composicién,
mas del 90% del contenido proteico total de la composicién, méas de aproximadamente el 95% del contenido
proteico total de la composicién, o mas de aproximadamente el 98% del contenido proteico total de la
composicién, en donde el término «aproximadamente» abarca + o - 10% del valor correspondiente.

11. La composicion farmacéutica de cualquier reivindicacién precedente, en donde el modificador de tonicidad

esta presente en una concentracién de aproximadamente 25 mM a aproximadamente 50 mM, o de
aproximadamente 35 mM, en donde el término «aproximadamente» cubre + o - 10% del valor correspondiente.
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12. La composicién farmacéutica de cualquier reivindicacidén precedente, que comprende ademas un azlcar
no reductor.

13. La composicién farmacéutica de cualquier reivindicacién precedente, en donde dicho plasminégeno o una
variante biol6gicamente activa del mismo es plasminégeno humano.

14. La composicién farmacéutica de cualquier reivindicacidén precedente, para su uso como medicamento.
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Figura 1A

Figura 1B

Precursor de plasminégeno humano (acceso de UniProt # P00747)

1 mehkevvlll lIflksgqge plddyvntqg aslfsvtkkq Igagsieeca akceedeeft

61 crafqyhske qqcvimaenr kssiiirmrd vvifekkvyl secktgngkn yrgtmsktkn

121 gitcqgkwsst sphrprfspa thpsegleen ycrnpdndpq gpwceyttdpe krydycdile
181 ceeecmhcesg enydgkiskt msglecqawd sqsphahgyi pskfpnknlk knycrnpdre
241 Irpwcfttdp nkrwelcdip rcttpppssg ptyqclkgtg enyrgnvavt vsghtcghws

301 aqtphthnrt penfpcknld enycrnpdgk rapwchttns qvrweyckip scdsspvste
361 qlaptappel tpvvgdcyhg dgqgsyrgtss tittgkkcqs wssmtphrhq ktpenypnag
421 Itmnycrnpd adkgpwcftt dpsvrweycn Ikkcsgteas vvapppvvll pdvetpseed
481 cmfgngkgyr gkrattvtgt pcqdwaaqep hrhsiftpet npraglekny crnpdgdvgg
541 pweyttnprk lydycdvpqc aapsfdcgkp qvepkkepgr vvggcvahph swpwqvsirt
601 rfgmhfcggt lispewvlta ahcleksprp ssykvilgah qevnlephvq eievsrlfle

661 ptrkdiallk Isspavitdk vipaclpspn yvvadrtecf vigwgetqgt fgagllkeaq

721 Ipvienkvcn ryeflngrvq stelcaghla ggtdscqgds ggplvefekd kyilqgvtsw

781 glgcarpnkp gvyvrvsrfv twiegvmrnn
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Figura Figura 3

Figuva 4 Figuya 5
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Figura b Figura T

Figura 8 Figuya 9
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Figura 1 £ EFigufﬁ 11

Figura 12
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Flgura 13
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Figura 13
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Figura 17 Figura 18
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