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DESCRIPCION
Compuestos excipientes reductores de la viscosidad para formulaciones proteicas
Campo de aplicacion
Esta solicitud se refiere en general a formulaciones para la administracion de biopolimeros.
Antecedentes

Los biopolimeros pueden utilizarse con fines terapéuticos o no terapéuticos. Las terapias basadas en biopolimeros,
tales como las formulaciones de anticuerpos o0 enzimas, se utilizan ampliamente en el tratamiento de
enfermedades. Los biopolimeros no terapéuticos, tales como enzimas, péptidos y proteinas estructurales, tienen
utilidad en aplicaciones no terapéuticas tales como usos domésticos, nutricionales, comerciales e industriales.

Los biopolimeros utilizados en aplicaciones terapéuticas deben formularse para permitir su introduccién en el
organismo para el tratamiento de enfermedades. Por ejemplo, en determinadas circunstancias es ventajoso
administrar las formulaciones de anticuerpos y biopolimeros proteinicos o peptidicos por via subcutanea (SC) o
intramuscular (IM), en lugar de administrar estas formulaciones mediante inyecciones intravenosas (IV). Sin
embargo, para lograr un mejor cumplimiento y comodidad del paciente con la inyeccién SC o IM, el volumen de
liquido en la jeringa por lo general se limita a 2 0 3 ccs y la viscosidad de la formulacion por lo general es menor
que aproximadamente 20 centipoise (cP; 0,02 Pa.s) para que la formulacién pueda administrarse utilizando
dispositivos médicos convencionales y agujas de pequefio calibre. Estos parametros de administracion no siempre
se ajustan bien a los requisitos de dosificacion de las férmulas que se administran.

Los anticuerpos, por ejemplo, pueden necesitar ser administrados a niveles de dosis elevados para ejercer su
efecto terapéutico previsto. El uso de un volumen de liquido restringido para administrar un nivel de dosis elevado
de una formulacion de anticuerpo puede requerir una concentraciéon elevada del anticuerpo en el vehiculo de
administracion, que a veces supera un nivel de 150 mg/ml. A este nivel de dosificacion, los graficos de viscosidad
frente a concentracion de las soluciones proteicas se sitian mas alla de su transicion lineal-no lineal, de modo que
la viscosidad de la formulacion aumenta drasticamente con el incremento de la concentracion. Sin embargo, el
aumento de la viscosidad no es compatible con los sistemas estandar de administracion SC o IM. Las soluciones
de productos terapéuticos basados en biopolimeros también son propensas a sufrir problemas de estabilidad, tales
como precipitacion, turbidez, opalescencia, desnaturalizacion y formaciéon de geles, agregacion reversible o
irreversible. Los problemas de estabilidad limitan la vida util de las soluciones o requieren una manipulacién
especial.

Un enfoque para producir formulaciones proteicas inyectables consiste en transformar la solucion de proteina
terapéutica en un polvo que pueda reconstituirse para formar una suspensién adecuada para la administracién SC
o IM. La liofilizaciéon es una técnica estandar para producir proteinas en polvo. La liofilizacion, el secado por
pulverizacion e incluso la precipitacion seguida de extraccion en fluido supercritico se han utilizado para generar
proteinas en polvo para su posterior reconstitucién. Las suspensiones en polvo son poco viscosas antes de la
redisolucion (en comparacion con las soluciones a la misma dosis total) y, por lo tanto, pueden ser adecuadas para
la inyeccion SC o IM, siempre que las particulas sean lo suficientemente pequefias como para pasar a través de
la aguja. Sin embargo, los cristales de proteinas presentes en el polvo tienen el riesgo inherente de desencadenar
una respuesta inmunitaria. La incierta estabilidad/actividad de la proteina tras la redisolucién plantea otros
problemas. Sigue existiendo la necesidad en la técnica de técnicas para producir formulaciones proteicas de baja
viscosidad con fines terapéuticos, evitando al mismo tiempo las limitaciones introducidas por las suspensiones
proteicas en polvo.

Ademas de las aplicaciones terapéuticas de las proteinas descritas anteriormente, biopolimeros tales como
enzimas, péptidos y proteinas estructurales pueden utilizarse en aplicaciones no terapéuticas. Estos biopolimeros
no terapéuticos pueden producirse a partir de diferentes vias, por ejemplo, derivados de fuentes vegetales, fuentes
animales o producidos a partir de cultivos celulares.

Las proteinas no terapéuticas pueden producirse, transportarse, almacenarse y manipularse como material
granular o en polvo o como solucién o dispersion, normalmente en agua. Los biopolimeros para aplicaciones no
terapéuticas pueden ser proteinas globulares o fibrosas, y determinadas formas de estos materiales pueden tener
una solubilidad limitada en agua o presentar una alta viscosidad en el momento de la disolucién. Estas propiedades
de la solucidon pueden presentar desafios para la formulaciéon, manipulacién, almacenamiento, bombeo y
rendimiento de los materiales no terapéuticos, por lo que existe la necesidad de procedimientos para reducir la
viscosidad y mejorar la solubilidad y estabilidad de las soluciones de proteinas no terapéuticas.

Las proteinas son biopolimeros complejos, cada uno con una estructura tridimensional plegada de forma Unica y
un mapa de energia superficial (regiones hidrofébicas/hidrofilicas y cargas). En soluciones proteicas concentradas,
estas macromoléculas pueden interactuar fuertemente e incluso entrelazarse de formas complicadas, dependiendo
de su forma exacta y de la distribucién de la energia superficial. los "puntos calientes" de fuertes interacciones
especificas conducen a la agrupacion de proteinas, lo que aumenta la viscosidad de la solucién. Para hacer frente
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a estos problemas, en las férmulas bioterapéuticas se utilizan un nimero de compuestos excipientes, cuyo objetivo
es reducir la viscosidad de la solucién impidiendo las interacciones localizadas y la agrupacion. Estos esfuerzos
se adaptan individualmente, a menudo de forma empirica, a veces guiados por simulaciones in silico. Pueden
proporcionarse combinaciones de compuestos excipientes, pero la optimizacion de tales combinaciones debe
progresar de nuevo empiricamente y caso por caso.

Sigue existiendo la necesidad en la técnica de un enfoque verdaderamente universal para reducir la viscosidad en
formulaciones proteicas a una concentracion dada en condiciones no lineales. Existe una necesidad adicional en
la técnica de lograr esta reduccion de la viscosidad preservando al mismo tiempo la actividad de la proteina.
Ademas, seria deseable adaptar el sistema de reduccién de la viscosidad para utilizarlo con formulaciones que
tengan perfiles de liberaciéon sintonizables y sostenidos, y para utilizarlo con formulaciones adaptadas para la
inyeccion de depésito.

El documento W0O2004091658 tiene un resumen, que dice "la presente solicitud se refiere a formulaciones
altamente concentradas de anticuerpos y proteinas con viscosidad reducida que son estables, relativamente
isoténicas y de baja turbidez. Las formulaciones son especialmente adecuadas para la administracién subcutanea.
La solicitud describe ademas articulos de fabricacién que contienen tales formulaciones y el procedimiento para
utilizarlos en el tratamiento de trastornos tratables mediante el anticuerpo o la proteina formulados. Las
formulaciones comprenden arginina-HCI, histidina y polisorbato".

El documento US2014072559 tiene un resumen, que dice "en una solucién acuosa, una composicién incluye al
menos una proteina, incluyendo al menos un fragmento de anticuerpo, y al menos un agente reductor de viscosidad
soluble en agua elegido del grupo que consiste en citidina, 2'-desoxicitidina, uridina, 2'-desoxiuridina, timidina y
ribotimidina, solos 0 como mezcla. La proteina incluye al menos un fragmento de anticuerpo en una concentracion
mayor o igual a 50 mg/ml".

Resumen de la invencién

El alcance de la proteccion viene determinado por las reivindicaciones, interpretadas por el resto de la memoria
descriptiva. Por ejemplo, el término "realizacion" en esta memoria descriptiva puede entenderse referido a
implementaciones dentro del ambito de proteccion determinado por las reivindicaciones.

Segln un primer aspecto segun la reivindicacion 1, se proporciona una formulacion liquida. Segin un segundo
aspecto segun la reivindicacion 11, se proporciona una formulacion liquida para su uso en el tratamiento de una
enfermedad o trastorno en un mamifero. Seguin un tercer aspecto segun la reivindicacién 13, se proporciona una
formulacién terapéutica liquida inyectable para su uso en la reduccién del dolor en un sitio de inyeccién de una
proteina terapéutica en un mamifero. Segin un cuarto aspecto segun la reivindicaciéon 14, se proporciona un
procedimiento para mejorar un procedimiento relacionado con las proteinas.

También se divulgan en la presente memoria formulaciones liquidas que comprenden una proteina y un compuesto
excipiente seleccionado del grupo que consiste en aminas impedidas, aromaticos anidnicos, aminoacidos
funcionalizados, oligopéptidos, acidos organicos de cadena corta y poliacidos alifaticos de bajo peso molecular, en
los que el compuesto excipiente se agrega en una cantidad que reduce la viscosidad.

En las realizaciones, la formulacién es una composicion farmacéutica, y la formulacion terapéutica comprende una
proteina terapéutica, en la que el compuesto excipiente es un compuesto excipiente farmacéuticamente aceptable.
En las realizaciones, la formulacién es una formulacién no terapéutica, y la formulacion no terapéutica comprende
una proteina no terapéutica. En las realizaciones, la cantidad reductora de viscosidad reduce la viscosidad de la
formulacién a una viscosidad menor que la viscosidad de una formulacién de control. Segun el primer aspecto, la
viscosidad de la formulacién es al menos aproximadamente un 50 % menor que la viscosidad de la formulacién de
control. En las realizaciones, la viscosidad de la formulacién es al menos aproximadamente un 70 % menor que la
viscosidad de la formulacién de control, o es al menos aproximadamente un 90 % menor que la viscosidad de la
formulacién de control. En las realizaciones, la viscosidad es menor que aproximadamente 100 cP (0,1 Pa.s), o es
menor que aproximadamente 50 cP (0,05 Pa.s), 0 es menor que aproximadamente 20 cP (0,02 Pa.s), 0 es menor
que aproximadamente 10 cP (0,01 Pa.s). En las realizaciones, la formulacién contiene al menos aproximadamente
25 mg/ml del anticuerpo, 0 al menos aproximadamente 100 mg/ml del anticuerpo, o al menos aproximadamente
200 mg/ml del anticuerpo, o0 al menos aproximadamente 300 mg/ml del anticuerpo. Segun el primer aspecto, la
formulacién comprende entre aproximadamente 10 mg/ml y aproximadamente 200 mg/ml de cafeina. En las
realizaciones, la formulacidon comprende entre aproximadamente 20 mg/ml y aproximadamente 100 mg/ml, o
comprende entre aproximadamente 25 mg/ml y aproximadamente 75 mg/ml de cafeina. En las realizaciones, la
formulacién tiene una estabilidad mejorada en comparacion con la formulacién de control. Segun el primer aspecto,
el compuesto excipiente es la cafeina. En las realizaciones, la cafeina es un anestésico local inyectable. La amina
impedida puede poseer una propiedad farmacolégica independiente, y la cafeina puede estar presente en la
formulacién en una cantidad que tenga un efecto farmacologico independiente. En las realizaciones, la cafeina
puede estar presente en la formulaciéon en una cantidad menor que una cantidad terapéuticamente eficaz. La
actividad farmacolégica independiente puede ser una actividad anestésica local. En las realizaciones, la cafeina
que posee la actividad farmacolégica independiente se combina con un segundo compuesto excipiente que
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disminuye ain mas la viscosidad de la formulacién. El segundo compuesto excipiente puede seleccionarse del
grupo que consiste en teofilina, tiramina, procaina, lidocaina, imidazol, aspartamo, sacarina y acesulfamo potasico.
En las realizaciones, la formulacién puede comprender un agente adicional seleccionado del grupo que consiste
en conservantes, tensioactivos, azlcares, polisacaridos, arginina, prolina, hialuronidasa, estabilizadores y
tampones.

Se divulgan ademas en la presente memoria procedimientos para tratar una enfermedad o trastorno en un
mamifero, que comprenden administrar a dicho mamifero una formulacion terapéutica liquida, en la que la
formulacién terapéutica comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina terapéutica, y en la que
la formulacién comprende ademas un compuesto excipiente farmacéuticamente aceptable seleccionado del grupo
gque consiste en aminas impedidas, aromaticos anionicos, aminoacidos funcionalizados, oligopéptidos, acidos
organicos de cadena corta y poliacidos alifaticos de bajo peso molecular; y en la que la formulacion terapéutica es
eficaz para el tratamiento de la enfermedad o trastorno. La proteina terapéutica puede ser una proteina PEGilada,
y el compuesto excipiente es un poliacido alifatico de bajo peso molecular. El excipiente puede ser una amina
impedida. La amina impedida puede ser un compuesto anestésico local. La formulacion puede administrarse
mediante inyeccién subcutanea, o una inyeccién intramuscular o una inyeccién intravenosa. El compuesto
excipiente puede estar presente en la formulacion terapéutica en una cantidad reductora de la viscosidad, y la
cantidad reductora de la viscosidad reduce la viscosidad de la formulacion terapéutica a una viscosidad menor que
la viscosidad de una formulacién de control. La formulacién terapéutica puede tener una estabilidad mejorada en
comparacioén con la formulacion de control. El compuesto del excipiente puede ser esencialmente puro.

En la presente memoria se describen ademas procedimientos para reducir el dolor en un lugar de inyeccién de
una proteina terapéutica en un mamifero que lo necesite, que comprenden: administrar una formulacion terapéutica
liquida por inyeccion, en la que la formulacion terapéutica comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de la
proteina terapéutica, en la que la formulacién comprende ademas un compuesto excipiente farmacéuticamente
aceptable seleccionado del grupo que consiste en compuestos anestésicos inyectables locales, en la que el
compuesto excipiente farmacéuticamente aceptable se agrega a la formulacion en una cantidad que reduce la
viscosidad; y en la que el mamifero experimenta menos dolor con la administracion de la formulacion terapéutica
que comprende el compuesto excipiente que con la administracién de una formulacién terapéutica de control, en
la que la formulacién terapéutica de control no contiene el compuesto excipiente y es, por lo demas, idéntica a la
formulacién terapéutica.

En la presente memoria se describen procedimientos para mejorar la estabilidad de una formulacién proteica
liquida, que comprenden: preparar una formulacién de proteina liquida que comprende una proteina terapéutica y
un compuesto excipiente seleccionado del grupo seleccionado del grupo que consiste en aminas impedidas,
aromaticos aniénicos, aminoacidos funcionalizados, oligopéptidos y acidos organicos de cadena corta, y poliacidos
alifaticos de bajo peso molecular, en los que la formulacién de proteina liquida demuestra una estabilidad mejorada
en comparacién con una formulacién de proteina liquida de control, en los que la formulacién de proteina liquida
de control no contiene el compuesto excipiente y es por lo demas idéntica a la formulacion de proteina liquida. La
estabilidad de la formulaciéon liquida puede ser una estabilidad en condiciones de almacenamiento en frio, una
estabilidad a temperatura ambiente o una estabilidad a temperatura elevada.

También se divulgan en la presente memoria formulaciones liquidas que comprenden una proteina y un compuesto
excipiente seleccionado del grupo que consiste en aminas impedidas, aromaticos anidnicos, aminoacidos
funcionalizados, oligopéptidos, acidos organicos de cadena corta y poliacidos alifaticos de bajo peso molecular, en
los que la presencia del compuesto excipiente en la formulacion da como resultado caracteristicas mejoradas de
interaccion proteina-proteina medidas por el parametro de interaccién de difusién de proteinas kD, o el segundo
coeficiente virial B22. La formulacién puede ser una formulacién terapéutica, y comprende una proteina
terapéutica. La formulacion puede ser una formulacion no terapéutica, y comprende una proteina no terapéutica.

Segln un cuarto aspecto segun la reivindicaciéon 14, se proporciona un procedimiento para mejorar un
procedimiento relacionado con proteinas que comprende proporcionar la formulacién liquida del primer aspecto, y
emplearla en un procedimiento de procesamiento. En las realizaciones, el procedimiento de procesamiento incluye
filtracion, bombeo, mezcla, centrifugacion, separacién por membrana, liofilizacion o cromatografia.

Descripcion detallada

En la presente memoria se describen formulaciones y procedimientos para su produccién que permiten la
administracién de soluciones proteicas concentradas. En las realizaciones, los enfoques divulgados en la presente
memoria pueden producir una formulacién liquida de menor viscosidad o una mayor concentracion de proteinas
terapéuticas o no terapéuticas en la formulacion liquida, en comparacion con las soluciones proteicas tradicionales.
En las realizaciones, los enfoques divulgados en la presente memoria pueden dar lugar a una formulacién liquida
con una estabilidad mejorada en comparaciéon con una solucién proteica tradicional. Una formulacién estable es
aquella en la que la proteina contenida en ella conserva sustancialmente su estabilidad fisica y quimica y su
eficacia terapéutica o no terapéutica tras su almacenamiento en condiciones de almacenamiento, ya sean
condiciones de almacenamiento en frio, condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente o condiciones
de almacenamiento a temperatura elevada. Ventajosamente, una formulacién estable también puede ofrecer
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proteccién contra la agregacién o precipitacion de las proteinas disueltas en ella. Por ejemplo, las condiciones de
almacenamiento en frio pueden implicar el almacenamiento en un frigorifico o congelador. En algunos ejemplos,
las condiciones de almacenamiento en frio pueden implicar un almacenamiento convencional en frigorifico o
congelador a una temperatura de 10 °C o menos. En otros ejemplos, las condiciones de almacenamiento en frio
implican el almacenamiento a una temperatura de entre 2 ° y 10 °C aproximadamente. En otros ejemplos, las
condiciones de almacenamiento en frio implican el almacenamiento a una temperatura de aproximadamente 4 °C.
En otros ejemplos, las condiciones de almacenamiento en frio implican el almacenamiento a una temperatura de
congelacién como, por ejemplo, 0 °C o inferior. En otro ejemplo, las condiciones de almacenamiento en frio implican
el almacenamiento a una temperatura de aproximadamente -30 °C a aproximadamente 0 °C. Las condiciones de
almacenamiento a temperatura ambiente pueden implicar el almacenamiento a temperaturas ambiente, por
ejemplo, de aproximadamente 10 °C a aproximadamente 30 °C. La estabilidad a temperaturas elevadas, por
ejemplo, a temperaturas de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 50°C, puede utilizarse como parte de un
estudio de envejecimiento acelerado para predecir el almacenamiento a largo plazo en condiciones ambientales
tipicas (10-30 °C).

Es bien sabido para los expertos en la técnica de la ciencia y la ingenieria de polimeros que las proteinas en
solucién tienden a formar enredos, que pueden limitar la movilidad traslacional de las cadenas enredadas e
interferir con la eficacia terapéutica o no terapéutica de la proteina. En las realizaciones, los compuestos
excipientes divulgados en la presente memoria pueden suprimir la agrupacion de proteinas debido a interacciones
especificas entre el compuesto excipiente y la proteina diana en solucién. Los compuestos excipientes divulgados
en la presente memoria pueden ser naturales o sintéticos, y es deseable que sean sustancias generalmente
reconocidas como seguras ("GRAS") por la FDA.

1. Definiciones

A efectos de la presente divulgacion, el término "proteina” se refiere a una secuencia de aminoacidos con una
longitud de cadena lo suficientemente larga como para producir una estructura terciaria discreta, que por lo general
tiene un peso molecular entre 1-3000 kD. En algunas realizaciones, el peso molecular de la proteina esta entre 50-
200 kD; en otras realizaciones, el peso molecular de la proteina esta entre 20-1000 kD o entre 20-2000 kD. A
diferencia del término "proteina”, el término "péptido" se refiere a una secuencia de aminoacidos que no tiene una
estructura terciaria discreta. Una amplia variedad de biopolimeros se incluyen en el ambito del término "proteina”
Por ejemplo, el término "proteina” puede referirse a proteinas terapéuticas o no terapéuticas, incluidos anticuerpos,
aptameros, proteinas de fusién, proteinas PEGiladas, polipéptidos sintéticos, fragmentos de proteinas,
lipoproteinas, enzimas, péptidos estructurales y similares.

Como ejemplos no limitantes, las proteinas terapéuticas pueden incluir proteinas de mamiferos tales como
hormonas y prohormonas (por ejemplo, insulina y proinsulina, glucagén, calcitonina, hormonas tiroideas (T3 o T4
u hormona estimulante de la tiroides), hormona paratiroidea, hormona foliculoestimulante, hormona luteinizante,
hormona del crecimiento, factor liberador de la hormona del crecimiento y similares); factores de coagulacion y
anticoagulantes (por ejemplo, factor tisular, factor de von Willebrand, factor VIIIC, factor IX, proteina C, activadores
del plasminégeno (uroquinasa, activadores del plasminégeno de tipo tisular), trombina); citocinas, quimiocinas y
mediadores de la inflamacién; interferones; factores estimulantes de colonias; interleucinas (por ejemplo, IL-1 a IL-
10); factores de crecimiento (por ejemplo, factores de crecimiento endotelial vascular, factor de crecimiento de
fibroblastos, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento transformante, factores de
crecimiento neurotréfico, factor de crecimiento similar a la insulina y similares); albdminas; colagenos y elastinas;
factores hematopoyéticos (por ejemplo, eritropoyetina, trombopoyetina y similares); factores osteoinductores (por
ejemplo, proteina morfogenética 6seay); receptores (por ejemplo, integrinas, cadherinas y similares); proteinas de
la membrana superficial; proteinas de transporte; proteinas reguladoras; proteinas antigénicas (por ejemplo, un
componente viral que actla como antigeno); y anticuerpos. El término "anticuerpo” se utiliza en la presente
memoria en su sentido mas amplio, para incluir como ejemplos no limitantes los anticuerpos monoclonales
(incluidos, por ejemplo, los anticuerpos de longitud completa con una regién Fc de inmunoglobulina), las moléculas
de cadena simple, los anticuerpos biespecificos y multiespecificos, los diacuerpos, las composiciones de
anticuerpos con especificidad poliepitépica y los fragmentos de anticuerpos (incluidos, por ejemplo, Fab, Fv y
F(ab')2). Los anticuerpos también pueden denominarse "inmunoglobulinas" Se entiende que un anticuerpo esta
dirigido contra un "antigeno" proteico o no proteico especifico, que es un material bioldgicamente importante; la
administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo a un paciente puede formar un complejo
con el antigeno, alterando asi sus propiedades biolégicas de modo que el paciente experimente un efecto
terapéutico.

Las proteinas pueden estar PEGiladas, lo que significa que comprenden unidades de polietilenglicol) ("PEG") y/o
polipropilenglicol) ("PPG"). Las proteinas PEGiladas, o conjugados PEG-proteina, han encontrado utilidad en
aplicaciones terapéuticas debido a sus propiedades beneficiosas tales como solubilidad, farmacocinética,
farmacodinamica, inmunogenicidad, aclaramiento renal y estabilidad. Ejemplos no limitantes de proteinas
pEGiladas son los interferones pEGilados (PEG-IFN), los anti-VEGF PEGilados, los farmacos conjugados con
proteinas PEG, Adagen, Pegaspargasa, Pegfilgrastim, Pegloticase, Pegvisomant, epoetina-f PEGilada y
Certolizumab pegol.
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Las proteinas PEGiladas pueden sintetizarse por una variedad de procedimientos tales como una reaccion de la
proteina con un reactivo PEG que tenga uno o mas grupos funcionales reactivos. Los grupos funcionales reactivos
del reactivo de PEG pueden formar un enlace con la proteina en lugares especificos de la proteina tal como la
lisina, la histidina, la cisteina y el extremo N-terminal. Los reactivos tipicos de PEGilacién tienen grupos funcionales
reactivos tales como aldehidos, maleimidas o succinimidas que tienen una reactividad especifica con los residuos
de aminoacidos de las proteinas. Los reactivos de PEGilacion pueden tener una longitud de cadena de PEG de
aproximadamente 1 a aproximadamente 1000 unidades de repeticién de PEG y/o PPG. Otros procedimientos de
PEGilacién incluyen la glico-PEGilacion, en la que la proteina es primero glicosilada y luego los residuos
glicosilados son PEGilados en una segunda etapa. Determinados procedimientos de PEGilacion son asistidos por
enzimas como la sialiltransferasa y la transglutaminasa.

Aunque las proteinas PEGiladas pueden ofrecer ventajas terapéuticas sobre las proteinas nativas no PEGiladas,
estos materiales pueden tener propiedades fisicas o quimicas que dificulten su purificacion, disolucion, filtracion,
concentracion y administracion. La PEGilacién de una proteina puede conducir a una mayor viscosidad de la
solucion en comparacion con la proteina nativa, y esto generalmente requiere la formulacion de soluciones de
proteinas PEGiladas a concentraciones mas bajas.

Es deseable formular terapéuticos proteicos en soluciones estables y de baja viscosidad para que puedan
administrarse a los pacientes en un volumen minimo de inyeccion. Por ejemplo, la inyeccién subcutanea (SC) o
intramuscular (IM) de farmacos generalmente requiere un pequefio volumen de inyeccién, preferentemente menor
que 2 ml. Las vias de inyeccién SC e IM se adaptan bien a la atencién autoadministrada, y se trata de una forma
de tratamiento menos costosa y mas accesible en comparacién con la inyeccién intravenosa (IV), que so6lo se
realiza bajo supervision médica directa. Las formulaciones para inyeccién SC o IM requieren una baja viscosidad
de la solucién, generalmente menor que 30 cP (0,03 Pa.s), y preferentemente menor que 20 ¢P (0,02 Pa.s), para
permitir un facil flujo de la solucién terapéutica a través de una aguja de calibre estrecho. Esta combinacion de
pequefio volumen de inyeccién y requisitos de baja viscosidad supone un reto para el uso de terapias proteicas
PEGiladas en vias de inyeccién SC o IM.

Las proteinas que tienen efectos terapéuticos pueden denominarse "proteinas terapéuticas"; las formulaciones que
contienen proteinas terapéuticas en cantidades terapéuticamente eficaces pueden denominarse "formulaciones
terapéuticas" La proteina terapéutica contenida en una formulacién terapéutica también puede denominarse su
"principio activo proteico”. Por lo general, una formulacién terapéutica comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un principio activo proteico y un excipiente, con o sin otros componentes opcionales. En la presente
memoria, el término "terapéutico" incluye tanto el tratamiento de trastornos existentes como la prevencién de
trastornos.

Un "tratamiento" incluye cualquier medida destinada a curar, sanar, aliviar, mejorar, remediar o afectar de otro modo
beneficiosamente al trastorno, incluida la prevencién o el retraso de la aparicién de los sintomas y/o el alivio o la
mejora de los sintomas del trastorno. Entre los pacientes que necesitan un tratamiento se incluyen tanto los que
ya padecen un trastorno especifico como aquellos para los que es deseable la prevencién de un trastorno. Un
trastorno es cualquier condicion que altere el bienestar homeostatico de un mamifero, incluidas las enfermedades
agudas o crénicas, o las condiciones patolégicas que predisponen al mamifero a una enfermedad aguda o crénica.
Ejemplos no limitantes de trastornos incluyen canceres, trastornos metabdlicos (por ejemplo, diabetes), trastornos
alérgicos (por ejemplo, asma), trastornos dermatolégicos, trastornos cardiovasculares, trastornos respiratorios,
trastornos hematolégicos, trastornos musculoesqueléticos, trastornos inflamatorios o reumatolégicos, trastornos
autoinmunes, trastornos gastrointestinales, trastornos urolégicos, trastornos sexuales y reproductivos, trastornos
neurologicos, y similares. El término "mamifero” a efectos del tratamiento puede referirse a cualquier animal
clasificado como mamifero, incluidos los seres humanos, los animales domésticos, los animales de compafiia, los
animales de granja, los animales deportivos, los animales de trabajo y similares. Por lo tanto, un "tratamiento”
puede incluir tanto tratamientos veterinarios como humanos. Por comodidad, el mamifero sometido a dicho
"tratamiento" puede denominarse "paciente" En determinadas realizaciones, el paciente puede ser de cualquier
edad, incluidos los animales fetales in utero.

El tratamiento puede consistir en proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacién
terapéutica a un mamifero que la necesite. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" es al menos la concentracion
minima de la proteina terapéutica administrada al mamifero que la necesita para tratar un trastorno existente o
prevenir un trastorno previsto (siendo tal tratamiento o prevencion una "intervencién terapéutica"). Las cantidades
terapéuticamente eficaces de diversas proteinas terapéuticas que pueden incluirse como ingredientes activos en
la formulacién terapéutica pueden ser conocidas en la técnica; o, para las proteinas terapéuticas descubiertas o
aplicadas a intervenciones terapéuticas en lo sucesivo, la cantidad terapéuticamente eficaz puede determinarse
mediante técnicas estandar llevadas a cabo por quienes tengan conocimientos ordinarios en la técnica, sin utilizar
mas que la experimentacion rutinaria.

Las proteinas utilizadas para fines no terapéuticos (es decir, fines que no implican tratamientos), tales como
aplicaciones domésticas, nutricionales, comerciales e industriales, pueden denominarse "proteinas no
terapéuticas" Las formulaciones que contienen proteinas no terapéuticas pueden denominarse "formulaciones no
terapéuticas". Las proteinas no terapéuticas pueden derivarse de fuentes vegetales, fuentes animales o producirse
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a partir de cultivos celulares; también pueden ser enzimas o proteinas estructurales. Las proteinas no terapéuticas
pueden utilizarse en aplicaciones domésticas, nutricionales, comerciales e industriales tales como catalizadores,
nutricibn humana y animal, coadyuvantes de procesamiento, limpiadores y tratamiento de residuos.

Una categoria importante de biopolimeros no terapéuticos son las enzimas. Las enzimas tienen numerosas
aplicaciones no terapéuticas, por ejemplo, como catalizadores, ingredientes nutricionales humanos y animales,
coadyuvantes de procesamiento, limpiadores y agentes de tratamiento de residuos. Los catalizadores enzimaticos
se utilizan para acelerar una variedad de reacciones quimicas. Ejemplos de catalizadores enzimaticos para usos
no terapéuticos incluyen catalasas, oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas. Los
usos nutricionales humanos y animales de las enzimas incluyen nutracéuticos, fuentes nutritivas de proteinas,
quelacién o administracion controlada de micronutrientes, coadyuvantes para la digestion y suplementos; pueden
derivarse de amilasa, proteasa, tripsina, lactasa y similares. Los coadyuvantes de procesamiento enzimaticos se
utilizan para mejorar la produccién de alimentos y bebidas en operaciones como horneado, elaboracién de cerveza,
fermentacion, procesamiento de jugos y elaboracion de vino. Ejemplos de estos coadyuvantes de procesamiento
para alimentos y bebidas incluyen las amilasas, las celulasas, las pectinasas, las glucanasas, las lipasas y las
lactasas. Las enzimas también pueden utilizarse en la produccion de biocombustibles. El etanol para
biocombustibles, por ejemplo, puede verse favorecido por la degradacién enzimatica de materias primas de
biomasa tales como los materiales celuldsicos y lignocelulésicos. El tratamiento de estas materias primas con
celulasas y ligninasas transforma la biomasa en un sustrato que puede fermentarse para obtener combustibles.
En otras aplicaciones comerciales, las enzimas se utilizan como detergentes, limpiadores y quitamanchas para la
colada, el lavado de vajilla, la limpieza de superficies y la limpieza de equipos. Las enzimas tipicas para este fin
incluyen proteasas, celulasas, amilasas y lipasas. Ademas, las enzimas no terapéuticas se utilizan en una variedad
procedimientos comerciales e industriales, tales como el ablandamiento de textiles con celulasas, el tratamiento
del cuero, el tratamiento de residuos, el tratamiento de sedimentos contaminados, el tratamiento del agua, el
blanqueo de la pulpa y el ablandamiento y despegado de la pulpa. Las enzimas tipicas para estos fines son las
amilasas, las xilanasas, las celulasas y las ligninasas.

Otros ejemplos de biopolimeros no terapéuticos incluyen proteinas fibrosas o estructurales tales como queratinas,
colageno, gelatina, elastina, fibroina, actina, tubulina o las formas hidrolizadas, degradadas o derivadas de las
mismas. Estos materiales se utilizan en la preparacion y formulacion de ingredientes alimentarios tales como la
gelatina, el helado, el yogur y los dulces; también se agregan a los alimentos como espesantes, modificadores
reolégicos, mejoradores de la sensacion en boca y como fuente de proteinas nutritivas. En la industria cosmética
y de cuidado personal, el colageno, la elastina, la queratina y la queratina hidrolizada se utilizan ampliamente como
ingredientes en formulaciones para el cuidado de la piel y el cabello. Otros ejemplos de biopolimeros no
terapéuticos son las proteinas del suero, como la betalactoglobulina, la alfa-lactalbimina y la albumina sérica.
Estas proteinas del lactosuero se producen a gran escala como subproducto de las operaciones lacteas y se han
utilizado para diversas aplicaciones no terapéuticas.

2. Formulaciones terapéuticas

Las formulaciones y procedimientos divulgados en la presente memoria pueden proporcionar formulaciones
liquidas estables de viscosidad mejorada o reducida, que comprenden una proteina terapéutica en una cantidad
terapéuticamente eficaz y un compuesto excipiente. En las realizaciones, la formulacién puede mejorar la
estabilidad al tiempo que proporciona una concentracion aceptable de ingredientes activos y una viscosidad
aceptable. En las realizaciones, la formulacién proporciona una mejora de la estabilidad en comparaciéon con una
formulacién de control; a efectos de la presente divulgacion, una formulacién de control es una formulacién que
contiene el principio activo proteico y que es idéntica en peso seco en todos los aspectos a la formulacion
terapéutica, excepto en que carece del compuesto excipiente. En las realizaciones, la mejora de la estabilidad de
la formulacion que contiene proteinas se manifiesta en forma de un menor porcentaje de agregados solubles,
particulas, particulas subvisibles o formacién de gel, en comparacién con una formulacion de control.

Se entiende que la viscosidad de una formulacién proteica liquida puede verse afectada por diversos factores,
entre los que se incluyen: la naturaleza de la propia proteina (p. €j., enzima, anticuerpo, receptor, proteina de
fusion, etc.); su tamario, estructura tridimensional, composicién quimica y peso molecular; su concentracion en la
formulacién; los componentes de la formulacién ademas de la proteina; el intervalo de pH deseado; las condiciones
de almacenamiento de la formulacién; y el procedimiento de administracién de la formulacion al paciente. Las
proteinas terapéuticas mas adecuadas para su uso con los compuestos excipientes descritos en la presente
memoria son preferentemente esencialmente puras, es decir, libres de proteinas contaminantes. En las
realizaciones, una proteina terapéutica "esencialmente pura" es una composicion proteica que comprende al
menos el 90 % en peso de la proteina terapéutica, o preferentemente al menos el 95 % en peso, 0 mas
preferentemente, al menos el 99 % en peso, todo ello basado en el peso total de proteinas terapéuticas y proteinas
contaminantes en la composicion. En aras de la claridad, una proteina agregada como excipiente no debe incluirse
en esta definicién. Las formulaciones terapéuticas descritas en la presente memoria estan pensadas para su uso
como formulaciones de grado farmacéutico, es decir, formulaciones destinadas a su uso en el tratamiento de un
mamifero, en una forma tal que pueda lograrse la eficacia terapéutica deseada del principio activo proteico, y sin
contener componentes que sean toxicos para el mamifero al que se va a administrar la formulacién.
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Segin el primer aspecto, la formulacion terapéutica contiene al menos 100 mg/ml de anticuerpo. En las
realizaciones, la formulacion terapéutica contiene al menos 200 mg/ml de anticuerpo. En otras realizaciones, la
solucion de formulacion terapéutica contiene al menos 300 mg/ml de anticuerpo. Segun el primer aspecto, la
cafeina se agrega en una cantidad de aproximadamente 10 a aproximadamente 200 mg/ml. En las realizaciones,
el compuesto excipiente puede agregarse en una cantidad de aproximadamente 20 a aproximadamente 100
mg/ml. En las realizaciones, el excipiente puede agregarse en una cantidad de aproximadamente 25 a
aproximadamente 75 mg/ml.

Los compuestos excipientes de diversos pesos moleculares se seleccionan por sus propiedades ventajosas
especificas cuando se combinan con el principio activo proteico en una formulacién. A continuacién se
proporcionan ejemplos de formulaciones terapéuticas que comprenden compuestos excipientes. En las
realizaciones, los compuestos excipientes divulgados en la presente memoria se agregan a la formulacién
terapéutica en una cantidad que reduce la viscosidad. En las realizaciones, una cantidad reductora de la viscosidad
es la cantidad de un compuesto excipiente que reduce la viscosidad de la formulacién al menos un 10 % en
comparacién con una formulacién de control; a efectos de la presente divulgacion, una formulaciéon de control es
una formulacién que contiene el principio activo proteico y que es idéntica en peso seco en todos los aspectos a
la formulacion terapéutica, excepto en que carece del compuesto excipiente. En las realizaciones, la cantidad
reductora de la viscosidad es la cantidad de un compuesto excipiente que reduce la viscosidad de la formulacién
al menos un 30 % en comparacion con la formulacién de control. En las realizaciones, la cantidad reductora de la
viscosidad es la cantidad de un compuesto excipiente que reduce la viscosidad de la formulacién al menos en un
50 % en comparacion con la formulacién de control. En las realizaciones, la cantidad que reduce la viscosidad es
la cantidad de un compuesto excipiente que reduce la viscosidad de la formulacién al menos un 70 % en
comparacion con la formulacién de control. En las realizaciones, la cantidad reductora de la viscosidad es la
cantidad de un compuesto excipiente que reduce la viscosidad de la formulacién al menos en un 90 % en
comparacioén con la formulacién de control.

En las realizaciones, la cantidad reductora de la viscosidad produce una formulacién terapéutica con una
viscosidad menor que 100 cP (0,1 Pa.s). En otras realizaciones, la formulacién terapéutica tiene una viscosidad
menor que 50 cP (0,05 Pa.s). En otras realizaciones, la formulacién terapéutica tiene una viscosidad menor que
20 cP (0,02 Pa.s). En otras realizaciones, la formulacién terapéutica tiene una viscosidad menor que 10 cP (0,01
Pa.s). El término "viscosidad", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un valor de viscosidad
dinamica cuando se mide mediante los procedimientos divulgados en la presente memoria.

Las formulaciones terapéuticas de acuerdo con esta divulgacion tienen determinadas propiedades ventajosas. En
las realizaciones, las formulaciones terapéuticas son resistentes a la degradacién por cizallamiento, la separacién
de fases, el enturbiamiento, la precipitacion y la desnaturalizacién. En las realizaciones, las formulaciones
terapéuticas se procesan, purifican, almacenan, jeringan, dosifican, filtran y centrifugan con mayor eficacia, en
comparacion con una formulacién de control. En las realizaciones, las formulaciones terapéuticas se administran
a un paciente con una concentracién elevada de proteina terapéutica. En las realizaciones, las formulaciones
terapéuticas se administran a los pacientes con menos molestias que las que experimentarian con una formulacién
similar carente del excipiente terapéutico. En las realizaciones, las formulaciones terapéuticas se administran en
forma de inyeccién de depésito. En las realizaciones, las formulaciones terapéuticas prolongan la semivida de la
proteina terapéutica en el organismo. Estas caracteristicas de las formulaciones terapéuticas divulgadas en la
presente memoria permitirian la administracion de dichas formulaciones mediante inyeccién intramuscular o
subcutanea en una situacion clinica, es decir, una situacién en la que la aceptacién por parte del paciente de una
inyeccion intramuscular incluiria el uso de agujas de pequefio calibre tipicas para fines IM/SC y el uso de un
volumen inyectado tolerable (por ejemplo, 2-3 cc), y en la que estas condiciones dan lugar a la administracion de
una cantidad eficaz de la formulacién en una Unica inyeccién en un Unico punto de inyeccién. Por el contrario, la
inyeccion de una cantidad de dosificacién comparable de la proteina terapéutica utilizando técnicas de formulacién
convencionales estaria limitada por la mayor viscosidad de la formulacion convencional, de modo que una
inyeccion SC/IM de la formulacién convencional no seria adecuada para una situacion clinica.

En las realizaciones, el excipiente terapéutico tiene propiedades antioxidantes que estabilizan la proteina
terapéutica frente al dafio oxidativo. En las realizaciones, la formulacion terapéutica se almacena a temperatura
ambiente o durante un tiempo prolongado en condiciones de refrigeracion sin pérdida apreciable de la potencia de
la proteina terapéutica. En las realizaciones, la formulacion terapéutica se seca para almacenarla hasta que se
necesite; entonces se reconstituye con un disolvente apropiado, por ejemplo, agua. Ventajosamente, las
formulaciones preparadas como se describe en la presente memoria pueden ser estables durante un periodo
prolongado de tiempo, de meses a afios. Cuando se desean periodos de almacenamiento excepcionalmente
largos, las formulaciones pueden conservarse en un congelador (y reactivarse posteriormente) sin temor a la
desnaturalizacién de las proteinas. En las realizaciones, las formulaciones pueden prepararse para un
almacenamiento a largo plazo que no requiera refrigeracion.

Los procedimientos para preparar formulaciones terapéuticas pueden ser familiares para los expertos. Las
formulaciones terapéuticas de la presente invencién pueden prepararse, por ejemplo, agregando el compuesto
excipiente a la formulacién antes o después de agregar la proteina terapéutica a la solucion. La formulacién
terapéutica puede, por ejemplo, producirse combinando la proteina terapéutica y el excipiente a una primera
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concentracion (mas baja) y luego procesarse por filtracion o centrifugacion para producir una segunda
concentracion (mas alta) de la proteina terapéutica. Las formulaciones terapéuticas pueden hacerse con uno o
mas de los compuestos excipientes con caodtropos, kosmotropos, hidrotropos y sales. Las formulaciones
terapéuticas pueden realizarse con uno o mas de los compuestos excipientes mediante técnicas tales como la
encapsulacion, la dispersion, el liposoma, la formacion de vesiculas y similares. Los procedimientos para preparar
formulaciones terapéuticas que comprenden los compuestos excipientes divulgados en la presente memoria
pueden incluir combinaciones de los compuestos excipientes. En las realizaciones, las combinaciones de
excipientes pueden reducir la viscosidad, mejorar la estabilidad o disminuir el dolor en el punto de inyeccion.
Pueden introducirse otros aditivos en las formulaciones terapéuticas durante su fabricacién, como conservantes,
tensioactivos, azlicares, sacarosa, trehalosa, polisacaridos, arginina, prolina, hialuronidasa, estabilizadores,
tampones y similares. Como se utiliza en la presente memoria, un compuesto excipiente farmacéuticamente
aceptable es aquel que no es toxico y es adecuado para la administracion animal y/o humana.

3. Formulaciones no terapéuticas

En un aspecto, las formulaciones y procedimientos divulgados en la presente memoria proporcionan formulaciones
liquidas estables de viscosidad mejorada o reducida, que comprenden una proteina no terapéutica en una cantidad
eficaz y un compuesto excipiente. En las realizaciones, la formulacién mejora la estabilidad al tiempo que
proporciona una concentracion aceptable de ingredientes activos y una viscosidad aceptable. En las realizaciones,
la formulacién proporciona una mejora de la estabilidad en comparacion con una formulacioén de control; a efectos
de la presente divulgacién, una formulacién de control es una formulacién que contiene el principio activo proteico
y que es idéntica en peso seco en todos los aspectos a la formulacién no terapéutica, excepto en que carece del
compuesto excipiente.

Se entiende que la viscosidad de una formulacién proteica liquida puede verse afectada por diversos factores,
entre los que se incluyen: la naturaleza de la propia proteina (por ejemplo, enzima, proteina estructural, grado de
hidrélisis, etc.); su tamafo, estructura tridimensional, composicion quimica y peso molecular; su concentracion en
la formulacién; los componentes de la formulacidon ademas de la proteina; el intervalo de pH deseado; y las
condiciones de almacenamiento de la formulacién.

En las realizaciones, la formulacién no terapéutica contiene al menos 25 mg/ml de principio activo proteico. En
otras realizaciones, la formulacion no terapéutica contiene al menos 100 mg/ml de principio activo proteico. En
otras realizaciones, la formulacion no terapéutica contiene al menos 200 mg/ml de principio activo proteico. En
otras realizaciones mas, la solucién de formulacion no terapéutica contiene al menos 300 mg/ml de principio activo
proteico. Generalmente, los compuestos excipientes divulgados en la presente memoria se agregan a la
formulacién no terapéutica en una cantidad entre aproximadamente 5 y aproximadamente 300 mg/ml. En las
realizaciones, el compuesto excipiente se agrega en una cantidad de aproximadamente 10 a aproximadamente
200 mg/ml. En las realizaciones, el compuesto excipiente se agrega en una cantidad de aproximadamente 20 a
aproximadamente 100 mg/ml. En las realizaciones, el excipiente se agrega en una cantidad de aproximadamente
25 a aproximadamente 75 mg/ml.

Los compuestos excipientes de diversos pesos moleculares se seleccionan por sus propiedades ventajosas
especificas cuando se combinan con el principio activo proteico en una formulacién. A continuacién se
proporcionan ejemplos de formulaciones no terapéuticas que comprenden compuestos excipientes.

En las realizaciones, los compuestos excipientes divulgados en la presente memoria se agregan a la formulacién
no terapéutica en una cantidad que reduce la viscosidad. En las realizaciones, una cantidad reductora de la
viscosidad es la cantidad de un compuesto excipiente que reduce la viscosidad de la formulacion al menos un 10
% en comparacion con una formulacién de control; a efectos de la presente divulgacién, una formulacion de control
es una formulacién que contiene el principio activo proteico y que es idéntica en peso seco en todos los aspectos
a la formulacion terapéutica, excepto en que carece del compuesto excipiente. En las realizaciones, la cantidad
reductora de la viscosidad es la cantidad de un compuesto excipiente que reduce la viscosidad de la formulacién
al menos un 30 % en comparacion con la formulacién de control. En las realizaciones, la cantidad reductora de la
viscosidad es la cantidad de un compuesto excipiente que reduce la viscosidad de la formulacién al menos en un
50 % en comparacion con la formulacién de control. En las realizaciones, la cantidad que reduce la viscosidad es
la cantidad de un compuesto excipiente que reduce la viscosidad de la formulacién al menos un 70 % en
comparacion con la formulacién de control. En las realizaciones, la cantidad reductora de la viscosidad es la
cantidad de un compuesto excipiente que reduce la viscosidad de la formulacién al menos en un 90 % en
comparacioén con la formulacién de control.

En las realizaciones, la cantidad reductora de la viscosidad produce una formulaciéon no terapéutica con una
viscosidad menor que 100 cP (0,1 Pa.s). En otras realizaciones, la formulacion no terapéutica tiene una viscosidad
menor que 50 cP (0,05 Pa.s). En otras realizaciones, la formulacién no terapéutica tiene una viscosidad menor que
20 cP (0,2 Pa.s). En otras realizaciones, la formulacién no terapéutica tiene una viscosidad menor que 10 cP (0,1
Pa.s). El término "viscosidad", como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un valor de viscosidad dinamica.
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Las formulaciones no terapéuticas de acuerdo con esta divulgaciéon pueden tener determinadas propiedades
ventajosas. En las realizaciones, las formulaciones no terapéuticas son resistentes a la degradacién por
cizallamiento, separacion de fases, enturbiamiento, precipitacion y desnaturalizacién. En las realizaciones, las
formulaciones terapéuticas pueden procesarse, purificarse, almacenarse, bombearse, filtrarse y centrifugarse con
mayor eficacia, en comparacién con una formulacién de control.

En las realizaciones, el excipiente no terapéutico tiene propiedades antioxidantes que estabilizan la proteina no
terapéutica frente al dafio oxidativo. En las realizaciones, la formulacion no terapéutica se almacena a temperatura
ambiente, o durante un tiempo prolongado en condiciones de refrigeracion sin pérdida apreciable de potencia de
la proteina no terapéutica. En las realizaciones, la formulacion no terapéutica se seca para almacenarla hasta que
se necesite; entonces puede reconstituirse con un disolvente apropiado, por ejemplo, agua. Ventajosamente, las
formulaciones preparadas como se describe en la presente memoria son estables durante un periodo prolongado
de tiempo, de meses a afios. Cuando se desean periodos de almacenamiento excepcionalmente largos, las
formulaciones se conservan en un congelador (y se reactivan posteriormente) sin temor a la desnaturalizacién de
las proteinas. En las realizaciones, las formulaciones se preparan para un almacenamiento a largo plazo que no
requiere refrigeracion.

Los procedimientos para preparar formulaciones no terapéuticas que comprenden los compuestos excipientes
divulgados en la presente memoria pueden ser familiares para los expertos. Por ejemplo, el compuesto excipiente
puede agregarse a la formulacién antes o después de agregar la proteina no terapéutica a la solucién. La
formulacién no terapéutica puede producirse a una primera concentracion (mas baja) y luego procesarse por
filtracién o centrifugacion para producir una segunda concentracion (mas alta). Las formulaciones no terapéuticas
pueden hacerse con uno o mas de los compuestos excipientes con cadtropos, kosmotropos, hidrotropos y sales.
Las formulaciones no terapéuticas pueden realizarse con uno o mas de los compuestos excipientes mediante
técnicas tales como la encapsulacion, la dispersion, el liposoma, la formacion de vesiculas y similares. Pueden
introducirse otros aditivos en las formulaciones no terapéuticas durante su fabricacién, como conservantes,
tensioactivos, estabilizantes y similares.

4. Compuestos excipientes

En la presente memoria se describen varios compuestos excipientes, cada uno de ellos adecuado para su uso con
una o mas proteinas terapéuticas o no terapéuticas, y cada uno de ellos permite componer la formulaciéon de modo
que contenga la(s) proteina(s) a una concentracion elevada. Algunas de las categorias de compuestos excipientes
que se describen a continuacion son: (1) aminas impedidas; (2) aromaticos anionicos; (3) aminoacidos
funcionalizados; y (4) oligopéptidos. Sin estar limitados por la teoria, se cree que los compuestos excipientes
descritos en la presente memoria se asocian con determinados fragmentos, secuencias, estructuras o secciones
de una proteina terapéutica que, de otro modo, estarian implicados en interacciones interparticulas (es decir,
proteina-proteina). La asociacién de estos compuestos excipientes con la proteina terapéutica o no terapéutica
puede enmascarar las interacciones interproteicas de forma que las proteinas puedan formularse en alta
concentracion sin causar una viscosidad excesiva de la solucién. Ventajosamente, los compuestos excipientes
pueden ser solubles en agua, por lo que son adecuados para su uso con vehiculos acuosos. En las realizaciones,
los compuestos excipientes tienen una solubilidad en agua de >10 mg/ml. En las realizaciones, los compuestos
excipientes tienen una solubilidad en agua de >100 mg/ml. En las realizaciones, los compuestos excipientes tienen
una solubilidad en agua de >500 mg/ml. Ventajosamente para las proteinas terapéuticas, los compuestos
excipientes pueden derivarse de materiales biolégicamente aceptables y no inmunogénicos, por lo que son
adecuados para su uso farmacéutico. En las realizaciones terapéuticas, los compuestos excipientes pueden
metabolizarse en el organismo para producir subproductos biolégicamente compatibles y no inmunogénicos.

a. Compuesto excipiente categoria 1: Aminas impedidas

Las soluciones de alta concentracion de proteinas terapéuticas o no terapéuticas pueden formularse con pequefias
moléculas de aminas impedidas como compuestos excipientes. Como se utiliza en la presente memoria, el término
"amina impedida" se refiere a una molécula pequefia que contiene al menos un grupo voluminoso o impedido
estéricamente, de acuerdo con los ejemplos siguientes. Las aminas impedidas pueden utilizarse en forma de base
libre, en forma protonada o en una combinacién de ambas. En las formas protonadas, las aminas impedidas
pueden asociarse con un contraién anidénico tal como cloruro, hidréxido, bromuro, yoduro, fluoruro, acetato,
formiato, fosfato, sulfato o carboxilato. Los compuestos de amina impedida Utiles como compuestos excipientes
pueden contener grupos de amina secundaria, amina terciaria, amonio cuaternario, piridinio, pirrolidona, pirrolidina,
piperidina, morfolina o guanidinio, de manera que el compuesto excipiente tenga una carga catioénica en solucién
acuosa a pH neutro. Los compuestos de amina impedida también contienen al menos un grupo voluminoso o
estéricamente impedido, tal como grupos aromaticos ciclicos, cicloalifaticos, ciclohexilicos o alquilicos. El grupo
estéricamente impedido puede ser a su vez un grupo amina, como una dialquilamina, trialquilamina, guanidinio,
piridinio o un grupo de amonio cuaternario. Sin pretender estar ligado por la teoria, se cree que los compuestos de
aminas impedidas se asocian con secciones aromaticas de las proteinas, como la fenilalanina, el triptéfano y la
tirosina, mediante una interaccién cation pi. El grupo cationico de la amina impedida puede tener afinidad por la
estructura pi rica en electrones de los residuos de aminoacidos aromaticos de la proteina, de modo que pueden
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proteger estas secciones de la proteina, disminuyendo asi la tendencia de dichas proteinas protegidas a asociarse
y aglomerarse.

Los compuestos excipientes de amina impedida pueden tener una estructura quimica que comprenda grupos
imidazol, imidazolina o imidazolidina, o sales de los mismos, tales como imidazol, 1-metilimidazol, 4-metilimidazol,
cloruro de 1-hexil-3-metilimidazolio, histamina, 4-metilhistamina, alfa-metilhistamina, betahistina, beta-alanina, 2-
metil-2-imidazolina, cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio, acido Urico, urato potasico, betazol, carnosina, aspartamo,
sacarina, acesulfamo potasico, xantina, teofilina, teobromina, cafeina y anserina. El compuesto excipiente de
amina impedida puede seleccionarse del grupo que consiste en dimetiletanolamina, dimetilaminopropilamina,
trietanolamina, dimetilbencilamina, dimetilciclohexilamina, dietilciclohexilamina, diciclohexilmetilamina, biguanida
de hexametileno, poli(biguanida de hexametileno), imidazol, dimetilglicina, agmatina, diazabiciclo[2.2.2]octano,
tetrametiletilendiamina, N,N-dimetiletanolamina, fosfato de etanolamina, glucosamina, cloruro de colina,
fosfocolina, niacinamida, isonicotinamida, N,N-dietil nicotinamida, sal sédica de acido nicotinico, tiramina, 3-
aminopiridina, 2,4,6-trimetilpiridina, 3-piridina metanol, nicotinamida adenosina dinucleétido, biotina, morfolina, N-
metilpirrolidona, 2-pirrolidinona, procaina, lidocaina, aducto diciandiamida-taurina, 2-piridiletilamina, aducto
diciandiamida-bencilamina, aducto diciandiamida-alquilamina, aducto diciandiamida-cicloalquilamina y aductos
diciandiamida-aminometano-acido fosfénico. Un compuesto de amina impedida consistente con esta divulgacion
se formula como una sal de amonio protonada. Un compuesto de amina impedida consistente con esta divulgacion
se formula como una sal con un anién inorganico o un anién organico como el contraién. Las soluciones de alta
concentracion de proteinas terapéuticas o no terapéuticas se formulan con una combinacién de cafeina con un
acido benzoico, un acido hidroxibenzoico o un acido bencenosulfénico como compuestos excipientes. El
compuesto excipiente de amina impedida puede metabolizarse en el organismo para producir subproductos
bioldgicamente compatibles. Segun el primer aspecto, la cafeina esta presente en la formulacién a una
concentracion de aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml. En algunas realizaciones, la cafeina
esta presente en la formulacion en una concentracién de aproximadamente 20 a aproximadamente 120 mg/ml.

Determinados compuestos excipientes de aminas impedidas pueden poseer otras propiedades farmacologicas. A
modo de ejemplo, las xantinas son una categoria de aminas impedidas que tienen propiedades farmacolégicas
independientes, incluidas propiedades estimulantes y broncodilatadoras cuando se absorben sistémicamente.
Algunas xantinas representativas son la cafeina, la aminofilina, la 3-isobutil-1-metilxantina, la paraxantina, la
pentoxifilina, la teobromina, la teofilina y similares. Se entiende que las xantinas metiladas afectan a la fuerza de
contraccion cardiaca, la frecuencia cardiaca y la broncodilatacion. El compuesto excipiente de xantina puede estar
presente en la formulacién a una concentraciéon de aproximadamente 30 mg/ml o menos.

Otra categoria de aminas impedidas con propiedades farmacolégicas independientes son los compuestos
anestésicos inyectables locales. Los compuestos anestésicos inyectables locales son aminas impedidas que tienen
una estructura molecular de tres componentes: (a) un anillo aromatico lipofilico, (b) un enlace intermedio éster o
amida, y (c) una amina secundaria o terciaria. Se entiende que esta categoria de aminas impedidas interrumpe la
conduccién neuronal al inhibir la afluencia de iones de sodio, induciendo asi la anestesia local. El anillo aromatico
lipofilico de un compuesto anestésico local puede estar formado por atomos de carbono (por ejemplo, un anillo de
benceno) o puede comprender heteroatomos (por ejemplo, un anillo de tiofeno). Los compuestos anestésicos
inyectables locales representativos incluyen, pero no se limitan a, amilocaina, articaina, bupivicaina, butacaina,
butanilicaina, clorprocaina, cocaina, ciclometicaina, dimetocaina, editocaina, hexilcaina, isobucaina,
levobupivacaina, lidocaina, metabutetamina, metabutoxicaina, mepivacaina, meprilcaina, propoxicaina, prilocaina,
procaina, piperocaina, tetracaina, trimecaina y similares. Los compuestos anestésicos inyectables locales pueden
tener multiples beneficios en las formulaciones terapéuticas proteicas, tales como la reduccion de la viscosidad, la
mejora de la estabilidad y la reduccion del dolor tras la inyecciéon. En algunas realizaciones, el compuesto
anestésico local esta presente en la formulaciéon en una concentracién de aproximadamente 50 mg/ml o0 menos.

Una amina impedida con propiedades farmacolégicas independientes puede utilizarse como compuesto excipiente
de acuerdo con las formulaciones y procedimientos descritos en la presente memoria. Los compuestos excipientes
que poseen propiedades farmacologicas independientes pueden estar presentes en una cantidad que no tenga un
efecto farmacologico y/o que no sea terapéuticamente eficaz. Los compuestos excipientes que poseen
propiedades farmacologicas independientes pueden estar presentes en una cantidad que tenga un efecto
farmacolégico y/o que sea terapéuticamente eficaz. Una amina impedida con propiedades farmacologicas
independientes puede utilizarse en combinacién con otro compuesto excipiente que haya sido seleccionado para
disminuir la viscosidad de la formulacién, donde la amina impedida con propiedades farmacologicas
independientes se utiliza para impartir los beneficios de su actividad farmacolégica. Por ejemplo, se puede utilizar
un compuesto anestésico inyectable local para disminuir la viscosidad de la formulacién y también para reducir el
dolor tras la inyeccién de la formulacion. La reduccién del dolor de la inyeccién puede deberse a las propiedades
anestésicas; también puede requerirse una menor fuerza de inyeccién cuando los excipientes reducen la
viscosidad. Alternativamente, se puede utilizar un compuesto anestésico local inyectable para impartir el beneficio
farmacolégico deseable de disminucién de la sensacion local durante la inyeccion de la formulacion, mientras se
combina con otro compuesto excipiente que reduce la viscosidad de la formulacién.
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b. Compuesto excipiente categoria 2: Aromaticos aniénicos

Las soluciones de alta concentracién de proteinas terapéuticas o no terapéuticas pueden formularse con
compuestos de moléculas pequefias aromaticas anidénicas como compuestos excipientes. Los compuestos
excipientes aromaticos anidnicos pueden contener un grupo funcional aromatico como fenilo, bencilo, arilo,
alquilbencilo, hidroxibencilo, fendlico, hidroxiarilo, grupo heteroaromatico o un grupo aromatico fusionado. Los
compuestos excipientes aromaticos anidnicos también pueden contener un grupo funcional aniénico como
carboxilato, 6xido, fendxido, sulfonato, sulfato, fosfonato, fosfato o sulfuro. Aunque los excipientes aromaticos
aniénicos podrian describirse como un &cido, una sal sédica u otros, se entiende que el excipiente puede utilizarse
en una variedad de formas de sal. Sin estar limitado por la teoria, se cree que un compuesto excipiente aromatico
aniénico es una molécula voluminosa, con impedimentos estéricos, que puede asociarse con segmentos catidnicos
de una proteina, de modo que pueden proteger estas secciones de la proteina, disminuyendo asi las interacciones
entre las moléculas de proteina que hacen viscosa la formulacion que contiene proteina.

Ejemplos de compuestos excipientes aromaticos aniénicos incluyen compuestos tales como &cido salicilico, acido
aminosalicilico, acido hidroxibenzoico, acido aminobenzoico, acido paraaminobenzoico, acido bencenosulfonico,
acido hidroxibencenosulfénico, acido naftalenosulfénico, acido naftalendisulfénico, acido hidroquinona sulfénico,
acido sulfanilico, acido vainilico, vainillina, aducto vainillina-taurina, aminofenol, acido antranilico, acido cinamico,
acido cumarico, monofosfato de adenosina, acido indol acético, urato potasico, acido furano dicarboxilico, acido
furano-2-acrilico, acido 2-furanpropiénico, fenilpiruvato sédico, hidroxifenilpiruvato sédico, acido dihidroxibenzoico,
acido trihidroxibenzoico, pirogalol, acido benzoico y las sales de los acidos anteriores. Los compuestos excipientes
aromaticos aniénicos pueden formularse en forma de sal ionizada. Un compuesto aromatico aniénico puede
formularse tal como sal de una amina impedida, como el hidroxibenzoato de dimetilciclohexilamonio. Los
compuestos excipientes aromaticos aniénicos pueden formularse con diversos contraiones, tales como cationes
organicos. Las soluciones de alta concentracién de proteinas terapéuticas o no terapéuticas pueden formularse
con compuestos excipientes aromaticos anionicos y cafeina. Los compuestos excipientes aromaticos anionicos
pueden metabolizarse en el organismo para dar lugar a subproductos biolégicamente compatibles.

c. Compuesto excipiente categoria 3: Aminoacidos funcionalizados

Las soluciones de alta concentracion de proteinas terapéuticas o no terapéuticas pueden formularse con uno o
mas aminoacidos funcionalizados, donde puede utilizarse como compuesto excipiente un aminoacido
funcionalizado Unico o un oligopéptido que comprenda uno o mas aminoacidos funcionalizados. Los compuestos
de aminoacidos funcionalizados comprenden moléculas ("precursores de aminoacidos") que pueden hidrolizarse
o metabolizarse para producir aminoacidos. Los aminoacidos funcionalizados pueden contener un grupo funcional
aromatico tal como fenilo, bencilo, arilo, alquilbencilo, hidroxibencilo, hidroxiarilo, grupo heteroaromatico o un grupo
aromatico fusionado. Los compuestos de aminoacidos funcionalizados pueden contener aminoacidos
esterificados, tales como ésteres de metilo, etilo, propilo, butilo, bencilo, cicloalquilo, glicerilo, hidroxietilo,
hidroxipropilo, PEG y PPG. Los compuestos de aminoacidos funcionalizados pueden seleccionarse del grupo que
consiste en el éster etilico de arginina, el éster metilico de arginina, el éster hidroxietil de arginina y el éster
hidroxipropilico de arginina. El compuesto aminoacido funcionalizado puede ser un compuesto iénico cargado en
solucion acuosa a pH neutro. Por ejemplo, un solo aminoacido puede derivatizarse formando un éster, como un
acetato o un benzoato, y los productos de hidrolisis serian acido acético o acido benzoico, ambos materiales
naturales, mas el aminoacido. Los compuestos excipientes de aminoacidos funcionalizados pueden metabolizarse
en el organismo para producir subproductos biolégicamente compatibles.

d. Compuesto excipiente categoria 4: Oligopéptidos

Las soluciones de alta concentracién de proteinas terapéuticas o no terapéuticas pueden formularse con
oligopéptidos como compuestos excipientes. El oligopéptido puede disefiarse de forma que la estructura tenga una
secciéon cargada y una seccién voluminosa. Los oligopéptidos pueden constar de entre 2 y 10 subunidades
peptidicas. El oligopéptido puede ser bifuncional, por ejemplo un aminoacido catidnico acoplado a uno no polar, o
uno aniénico acoplado a uno no polar. Los oligopéptidos pueden constar de entre 2 y 5 subunidades peptidicas.
Los oligopéptidos pueden ser homopéptidos tales como el acido poliglutamico, el acido poliaspartico, la poli-lisina,
la poli-arginina y la poli-histidina. Los oligopéptidos pueden tener una carga catiénica neta. Los oligopéptidos
pueden ser heteropéptidos, como Trp2Lys3. El oligopéptido puede tener una estructura alternante, tal como un
patrén de repeticion ABA. El oligopéptido puede contener aminoacidos tanto anidénicos como catiénicos, por
ejemplo, Arg-Glu. Sin estar limitados por la teoria, los oligopéptidos comprenden estructuras que pueden asociarse
con proteinas de tal manera que reduce las interacciones intermoleculares que conducen a soluciones de alta
viscosidad; por ejemplo, la asociacion oligopéptido-proteina puede ser una interaccion carga-carga, dejando que
un aminoacido algo no polar interrumpa el enlace de hidrégeno de la capa de hidratacién alrededor de la proteina,
reduciendo por tanto la viscosidad. El excipiente oligopéptido esta presente en la composicidén en una
concentracion de aproximadamente 50 mg/ml o0 menos.
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e. Compuesto excipiente categoria 5: Acidos organicos de cadena corta

Como se usa en la presente memoria, el término "acidos organicos de cadena corta" se refiere a compuestos de
acidos organicos C2-C6 y sus sales, ésteres o lactonas. Esta categoria incluye acidos carboxilicos saturados e
insaturados, acidos carboxilicos hidroxifuncionalizados y acidos carboxilicos lineales, ramificados o ciclicos. El
grupo acido del acido organico de cadena corta es un acido carboxilico, un acido sulfénico, un acido fosfénico o
una sal de los mismos.

Ademas de las cuatro categorias de excipientes anteriores, las soluciones de alta concentracion de proteinas
terapéuticas o no terapéuticas pueden formularse con acidos organicos de cadena corta, por ejemplo, las formas
acidas o salinas del acido soérbico, el acido valérico, el acido propiénico, el acido caproico y el acido ascoérbico
como compuestos excipientes. Algunos ejemplos de compuestos excipientes de esta categoria son el sorbato
potasico, la taurina, el propionato calcico, el propionato magnésico y el ascorbato sodico.

f. Compuesto excipiente categoria 6: Poliacidos alifaticos de bajo peso molecular

Las soluciones de alta concentracién de proteinas PEGiladas terapéuticas o no terapéuticas pueden formularse
con determinados compuestos excipientes que permiten una menor viscosidad de la solucién, donde dichos
compuestos excipientes son poliacidos alifaticos de bajo peso molecular. Como se utiliza en la presente memoria,
el término &quot;poliacidos alifaticos de bajo peso molecular&quot; se refiere a poliacidos alifaticos organicos que
tienen un peso molecular < aproximadamente 1500, y que tienen al menos dos grupos acidos, donde se entiende
que un grupo acido es una unidad estructural donadora de protones. Ejemplos no limitantes de grupos acidos
incluyen grupos carboxilato, fosfonato, fosfato, sulfonato, sulfato, nitrato y nitrito. Los grupos acidos en el poliacido
alifatico de bajo peso molecular pueden estar en forma de sal anidnica como carboxilato, fosfonato, fosfato,
sulfonato, sulfato, nitrato y nitrito; sus contraiones pueden ser sodio, potasio, litio y amonio. Ejemplos especificos
de poliacidos alifaticos de bajo peso molecular (tiles para interactuar con proteinas PEGiladas como se describe
aqui incluyen acido maleico, &cido tartéarico, &cido glutarico, acido maloénico, acido citrico, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), acido aspartico, acido glutamico, acido alendrénico, acido etidrénico y sales de
los mismos. Otros ejemplos de poliacidos alifaticos de bajo peso molecular en su forma de sal aniénica son el
fosfato (PQ4%), el fosfato de hidrogeno (HPQO43-), el fosfato de dihidrogeno (H2PO47), el sulfato (SO42-), el bisulfato
(HSOvx), el pirofosfato (P207%), el carbonato (COs?) y el bicarbonato (HCOs’). El contraidon de las sales anionicas
puede ser ion de Na, Li, K o amonio. Estos excipientes también pueden utilizarse en combinacién con otros
excipientes. Como se utiliza en la presente memoria, el poliacido alifatico de bajo peso molecular también puede
ser un alfa hidroxiacido, donde hay un grupo hidroxilo adyacente a un primer grupo acido, por ejemplo acido
glicélico, acido lactico y acido glucénico y sales de los mismos. El poliacido alifatico de bajo peso molecular puede
ser una forma oligomérica que lleve mas de dos grupos acidos, por ejemplo acido poliacrilico, polifosfatos,
polipéptidos y sales de los mismos. El excipiente poliacido alifatico de bajo peso molecular puede estar presente
en la composicién en una concentraciéon de aproximadamente 50 mg/ml o menos.

5. Soluciones de proteinas/excipientes: Propiedades y procedimientos

En determinadas realizaciones, las soluciones de proteinas terapéuticas o no terapéuticas se formulan con los
compuestos excipientes identificados anteriormente, tales como aminas impedidas, aromaticos anionicos,
aminoacidos funcionalizados, oligopéptidos, acidos organicos de cadena corta para dar lugar a una mejora de las
caracteristicas de interaccion proteina-proteina segin lo medido por el parametro de interaccion de difusion de
proteinas, kD, o el segundo coeficiente virial, B22. Como se utiliza en la presente memoria, una "mejora" de las
caracteristicas de interacciéon proteina-proteina conseguida mediante formulaciones que utilizan los compuestos
excipientes identificados anteriormente significa una disminucién de las interacciones proteina-proteina. Estas
mediciones de kD y B22 pueden realizarse mediante técnicas estandar en la industria, y pueden ser un indicador
de la mejora de las propiedades de la solucién o de la estabilidad de la proteina en solucién. Por ejemplo, un valor
de kD muy negativo puede indicar que la proteina tiene una fuerte interaccién atractiva y esto puede provocar
agregacion, inestabilidad y problemas reolégicos. Cuando se formula en presencia de algunos de los compuestos
excipientes identificados anteriormente, la misma proteina puede tener un valor kD menos negativo, o un valor kD
cercano o superior a cero.

En realizaciones, algunos de los compuestos excipientes descritos anteriormente, tales como aminas impedidas,
aromaticos anibénicos, aminoacidos funcionalizados, oligopéptidos, acidos organicos de cadena corta, y/o
poliacidos alifaticos de bajo peso molecular se utilizan para mejorar un procedimiento relacionado con proteinas,
tal como la fabricacién, procesamiento, llenado estéril, purificacion, y analisis de soluciones que contienen
proteinas, utilizando procedimientos de procesamiento como filtracién, jeringa, transferencia, bombeo, mezclado,
calentamiento o enfriamiento por transferencia de calor, transferencia de gas, centrifugacion, cromatografia,
separacién por membrana, concentracion centrifuga, filtracion de flujo tangencial, filtracion de flujo radial, filtracion
de flujo axial, liofilizacién y electroforesis en gel. Estos procesos y procedimientos de procesado pueden tener una
eficacia mejorada debido a la menor viscosidad, solubilidad mejorada o estabilidad mejorada de las proteinas en
la solucién durante las etapas de fabricacion, procesado, purificacion y analisis. Ademas, los procedimientos
relacionados con los equipos, como la limpieza, la esterilizacién y el mantenimiento de los equipos de
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procesamiento de proteinas, pueden verse facilitados por el uso de los excipientes identificados anteriormente
debido a la disminucién de la suciedad, la desnaturalizacién, la viscosidad y la solubilidad de la proteina.

Las soluciones de alta concentracién de proteinas terapéuticas formuladas con los compuestos excipientes
descritos anteriormente pueden administrarse a los pacientes mediante jeringas precargadas.

Ejemplos

Materiales:

. Gammaglobulina bovina (BGG), pureza > 99 %, Sigma Aldrich
] Histidina, Sigma Aldrich

. Los demas materiales descritos en los ejemplos siguientes proceden de Sigma Aldrich, a menos que se
especifique lo contrario.

Ejemplo 1: Preparacion de formulaciones que contienen compuestos excipientes y proteina de prueba

Se prepararon formulaciones utilizando un compuesto excipiente y una proteina de prueba, donde la proteina de
prueba pretendia simular una proteina terapéutica que se utilizaria en una formulacion terapéutica, o una proteina
no terapéutica que se utilizaria en una formulacion no terapéutica. Tales formulaciones se prepararon en clorhidrato
de histidina 50 mM con diferentes compuestos excipientes para medir la viscosidad de la siguiente manera. El
clorhidrato de histidina se preparé primero disolviendo 1,94 g de histidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en agua
destilada y ajustando el pH a aproximadamente 6,0 con acido clorhidrico 1 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y
diluyendo después hasta un volumen final de 250 ml con agua destilada en un matraz aforado. A continuacion, los
compuestos excipientes se disolvieron en HCI de histidina 50 mM. Las listas de excipientes se proporcionan a
continuacion en los ejemplos 4, 5, 6 y 7. En algunos casos, los compuestos excipientes se ajustaron a pH 6 antes
de disolverlos en HCI de histidina 50 mM. En este caso, los compuestos del excipiente se disolvieron primero en
agua desionizada a aproximadamente 5 % en peso y el pH se ajusté a aproximadamente 6,0 con acido clorhidrico
o hidréxido de sodio. A continuacién, la solucién salina preparada se introdujo en un horno de conveccién de
laboratorio a aproximadamente 150 grados Fahrenheit (aproximadamente 65 grados C) para evaporar el agua y
aislar el excipiente sélido. Una vez preparadas las soluciones de excipiente en HCI de histidina 50 mM, se disolvid
la proteina de prueba (gammaglobulina bovina (BGG) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)) en una proporcién
aproximada de 0,336 g de BGG por 1 ml de solucién de excipiente. El resultado fue una concentracion final de
proteina de aproximadamente 280 mg/ml. Las soluciones de BGG en HCI de histidina 50 mM con excipiente se
formularon en viales de 20 ml y se dejaron agitar a 100 rpm en una mesa de agitacion orbital durante toda la noche.
A continuacién, las soluciones de BGG se transfirieron a tubos de microcentrifuga de 2 ml y se centrifugaron
durante diez minutos a 2300 rpm en una microcentrifuga IEC MicroMax para eliminar el aire arrastrado antes de
medir la viscosidad.

Ejemplo 2: Medicion de la viscosidad

Las mediciones de viscosidad de las formulaciones preparadas como se describe en el ejemplo 1 se realizaron
con un viscosimetro de cono y placa DV-IIT LV (Brookfield Engineering, Middleboro, MA). El viscosimetro estaba
equipado con un cono CP-40 y funcionaba a 3 rpm y 25 grados C. La formulacién se cargé en el viscosimetro a un
volumen de 0,5 ml y se dejé incubar a la velocidad de cizallamiento y temperatura dadas durante 3 minutos,
seguidos de un periodo de recogida de mediciones de veinte segundos. A continuacion, se realizaron 2 etapas
adicionales consistentes en 1 minuto de incubacién de cizallamiento y el posterior periodo de recogida de
mediciones de veinte segundos. Los tres puntos de datos recogidos se promediaron y se registraron como la
viscosidad de la muestra.

Ejemplo 3: Medicion de la concentracion de proteinas

La concentracién de la proteina en las soluciones experimentales se determiné midiendo |la absorbancia de la
solucion de proteina a una longitud de onda de 280 nm en un espectrometro UV/VIS (Perkin Elmer Lambda 35).
En primer lugar, el instrumento se calibré a cero de absorbancia con un tampén de histidina 50 mM a pH 6. A
continuacion, las soluciones de proteinas se diluyeron por un factor de 300 con el mismo tamp6n de histidina y se
registro la absorbancia a 280 nm. La concentracion final de la proteina en la solucién se calculé utilizando el valor
del coeficiente de extincion de 1,264 ml/(mg x cm).

Ejemplo 4: Formulaciones con compuestos excipientes de aminas impedidas

Las formulaciones que contenian 280 mg/ml de BGG se prepararon como se describe en el ejemplo 1, con algunas
muestras que contenian compuestos excipientes agregados. En estas pruebas, las sales de clorhidrato de
dimetilciclohexilamina (DMCHA), diciclohexilmetilamina (DCHMA), dimetilaminopropilamina (DMAPA),
trietanolamina (TEA), dimetiletanolamina (DMEA) y niacinamida se probaron como ejemplos de compuestos
excipientes de aminas impedidas. También se probaron una sal de &cido hidroxibenzoico de DMCHA y un aducto
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de taurina-dicandiamida como ejemplos de compuestos excipientes de aminas impedidas. La viscosidad de cada
solucion proteica se midié como se describe en el ejemplo 2, y los resultados se presentan en la tabla 1 a
continuacion, mostrando el beneficio de los compuestos excipientes agregados en la reduccion de la viscosidad.

TABLA 1
Numero de Excipiente agregado Concentracién del Viscosidad cP Reduccién de la
prueba excipiente (mg/ml) ¢ (Pa.s) i viscosidad

4,1 Ninguno 0 © 79(0,079) | 0%

4,2 DMCHA-HCI 28 ¢ 50 (0,050) 37 %

4,3 DMCHA-HCI 41 43 (0,043) 46 %

4,4 DMCHA-HCI 50 45 (0,045) 43 %

4,5 DMCHA-HCI 82 36 (0,036) 54 %
............ . 6DMCHAHCI12335(0035)56%
............ . 7DMCHAHCI16440(OO40)49%
............ " 8DMAPAHCI8757(0057)28%
............ ; 9DMAPAHCI4054(0054)32%
.......... 41ODCHMAHCI2951(0051)35%

4,11 DCHMA-HCI 50 51 (0,051) 35 %

4,14 TEA-HCI 97 © 51(0,051) | 35 %

4,15 TEA-HCI 38 57 (0,057) 28 %

4,16 DMEA-HCI 51 51 (0,051) 35 %

417 DMEA-HCI 98 . 47 (0,047)

4,20 | DMCHA-hidroxibenzoato ( )

.................. e
de

.....................................................................................................

: Producto del ejemplo 8

e e

: Producto del ejemplo 8

RN SRR R R R R

4,25 i Producto del ejemplo 8

4,26 Producto del ejemplo 8

4,27 Producto del ejemplo 8

4,28 Producto del ejemplo 8
4,29 Niacinamida

430 i N-metil-2-pirrolidona

N-Metil-2-pirrolidona

ey

Ejemplo 5: Formulaciones con compuestos excipientes aromaticos anionicos

Se prepararon formulaciones de 280 mg/ml de BGG como se describe en el ejemplo 1, con algunas muestras que
contenian compuestos excipientes agregados. La viscosidad de cada solucion se midié como se describe en el
ejemplo 2, y los resultados se presentan en la tabla 2 a continuacién, mostrando el beneficio de los compuestos
excipientes agregados en la reduccién de la viscosidad.
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TABLA 2
Nimero de Excipiente agregado Concentracion del Viscosidad cP Reduccién de la
prueba :  excipiente (mg/ml) (Pa.s) viscosidad

5,1 Ninguno 0 . 79(0,079) 0%

52 Aminobenzoato de sodio 43 48 (0,048) 39 %

53 Hidroxibenzoato de sodio 26 50 (0,050) 37 %

54 Sulfanilato de sodio 44 49 (0,049) 38 %

55 Sulfanilato de sodio | : ( ) 47 %
: 5,6 Acetato de indol sédico ( ) 27 % _
.......... 57 ..................... 1%
.......... 58 | PSP I At S i Y T
j ........... 59A0|dovanlllcosalsod|ca ............... 37%
j .......... 510 ...................... e S Y v
........... 511SaI|C|Iatodesod|o ()34%

512 Monofosfato de adenosina 26 47 (0,047) 41 %

513 Monofosfato de adenosina 50 6 (0,066) 16 %

514 Benzoato de sodio 31 1 (0,061) 23 %

5,15 Benzoato de sodio 56 2 (0,062) 22 %

Ejemplo 6: Formulaciones con compuestos excipientes oligopéptidos

Los oligopéptidos (n=5) fueron sintetizados por NeoBioLab Inc. con una pureza > 95 % con el extremo N como
amina libre y el extremo C como &cido libre. Los dipéptidos (n=2) fueron sintetizados por LifeTein LLC con una
pureza del 95 %. Se prepararon formulaciones de 280 mg/ml de BGG como se describe en el ejemplo 1, con
algunas muestras que contenian los oligopéptidos sintéticos como compuestos excipientes agregados. La
viscosidad de cada solucién se midié como se describe en el ejemplo 2, y los resultados se presentan en la tabla
3 a continuacién, mostrando el beneficio de los compuestos excipientes agregados en la reduccién de la
viscosidad.

TABLA 3

Concentracién del ¢ Reduccion de la
excipiente (mg/ml) viscosidad

(

(

(

Trp2Lys3 (0,

3 Trp2Lys3 : : (O,

69 AspX5 100 . 102 (0,0102) -29 %
610 AspX5 ; . 82(0,082)

............ - 11D|pept|doLE(LeuGIu)(0072)
............ T B Ve i

R

EDipéptido RP (Arg-Pro) i

Arg-His) : 50 . 52(0,052

6,15 Dipéptido RH

,—\
—_
~—
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T R R R R R R R T T T T .

i Numero de Excipiente agregado i  Concentracion del Viscosidad cP Reduccién de la
prueba  : i excipiente (mg/ml) (Pa.s) viscosidad

. 6,16 Dipéptido RR (Arg-Arg) 50 57 (0,057) 28 %
........... 617D|pept|doRE(ArgGIu)5050(0050)37%
........... 618D|peptldoLE(LeuGIu)10087(0087)10%
........... 619D|peptldoYE(TyrGIu)10068(0068)14%
........... 620D|pept|doRP(ArgPro)10053(0053)33%
........... 621D|pept|doRK(ArgLys)10064(0064)19%

6,22 Dipéptido RH (Arg-His) 100 72 (0,072) 9%

6,23 Dipéptido RR (Arg-Arg) 100 62 (0,062) 22 %

6,24 Dipéptido RE (Arg-Glu) 100 66 (0,066) 16 %

Ejemplo 8: Sintesis del excipiente de guanil taurina

Guanil taurina se prepar6 siguiendo el procedimiento descrito en el documento U.S. Pat. No. 2,230,965. Se
mezclaron 3,53 partes de taurina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) con 1,42 partes de diciandiamida (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) y se machacaron en un mortero hasta obtener una mezcla homogénea. A continuacién, la mezcla
se colocé en un matraz y se calenté a 200 °C, durante 4 horas. El producto se utilizé sin purificacién adicional.

Ejemplo 9: Formulaciones proteicas que contienen compuestos excipientes

Se prepararon formulaciones utilizando un compuesto excipiente y una proteina de prueba, donde la proteina de
prueba pretendia simular una proteina terapéutica que se utilizaria en una formulacion terapéutica, o una proteina
no terapéutica que se utilizaria en una formulacién no terapéutica. Tales formulaciones se prepararon en una
solucién tampén acuosa de clorhidrato de histidina 50 mM con diferentes compuestos excipientes para medir la
viscosidad de la siguiente manera. La solucién tampén de clorhidrato de histidina se preparé primero disolviendo
1,94 g de histidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en agua destilada y ajustando el pH a aproximadamente 6,0 con
acido clorhidrico 1 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y diluyendo después hasta un volumen final de 250 ml con
agua destilada en un matraz aforado. A continuacién, los compuestos excipientes se disolvieron en la solucién
tampon de HCI de histidina 50 mM. En la tabla 4 figura una lista de los compuestos excipientes. En algunos casos,
los compuestos excipientes se disolvieron en HCI de histidina 50 mM y el pH de |a solucion resultante se ajustod
con pequenias cantidades de hidroxido de sodio concentrado o acido clorhidrico para alcanzar un pH 6 antes de la
disolucién de la proteina modelo. En algunos casos, los compuestos excipientes se ajustaron a pH 6 antes de
disolverlos en HCI de histidina 50 mM. En este caso, los compuestos del excipiente se disolvieron primero en agua
desionizada a aproximadamente 5 % en peso y el pH se ajusté a aproximadamente 6,0 con acido clorhidrico o
hidréxido de sodio. A continuacion, la solucién salina preparada se introdujo en un horno de conveccién de
laboratorio a aproximadamente 150 grados Fahrenheit (65 grados C) para evaporar el agua y aislar el excipiente
solido. Una vez preparadas las soluciones de excipientes en HCI de histidina 50 mM, se disolvio la proteina de
prueba, la gammaglobulina bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), en una proporcion que permitiera alcanzar una
concentracion final de proteina de aproximadamente 280 mg/ml. Las soluciones de BGG en HCI de histidina 50
mM con excipiente se formularon en viales de 20 mly se dejaron agitar a 100 rpm en una mesa de agitacion orbital
durante toda la noche. A continuacioén, las soluciones de BGG se transfirieron a tubos de microcentrifuga de 2 ml
y se centrifugaron durante diez minutos a 2300 rpm en una microcentrifuga IEC MicroMax para eliminar el aire
arrastrado antes de medir |a viscosidad.

Las mediciones de viscosidad de las formulaciones preparadas como se ha descrito anteriormente se realizaron
con un viscosimetro de cono y placa DV-IIT LV (Brookfield Engineering, Middleboro, MA). El viscosimetro estaba
equipado con un cono CP-40 y funcionaba a 3 rpm y 25 grados C. La formulacién se cargé en el viscosimetro a un
volumen de 0,5 ml y se dejé incubar a la velocidad de cizallamiento y temperatura dadas durante 3 minutos,
seguidos de un periodo de recogida de mediciones de veinte segundos. A continuacion, se realizaron 2 etapas
adicionales consistentes en 1 minuto de incubacién de cizallamiento y el posterior periodo de recogida de
mediciones de veinte segundos. Los tres puntos de datos recogidos se promediaron y se registraron como la
viscosidad de la muestra. Las viscosidades de las soluciones con excipiente se normalizaron con respecto a la
viscosidad de la solucién de proteina modelo sin excipiente. La viscosidad normalizada es la relacién entre la
viscosidad de la solucién de proteina modelo con excipiente y la viscosidad de la solucion de proteina modelo sin
excipiente.
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TABLA 4
Numero de Excipiente agregado Concentracién del Viscosidad §Reduccién de Iag
prueba i excipiente (mg/ml) : normalizadacP | viscosidad

| = P |
91DMCHAHCI .............................................. A 044(000044) ................... 56%
92 .......................... Ao R 5 051(000051) ............. 49%
93 .......... |SOﬂICOtInamIda ...................... ..................... 5 O ...... 048(000048) ................... 52% ..............

9,4 Tiramina HCI 70 0,41 (0,00041) 59 %

9,5 Histamina HCI 50 0,41 (0,00041) 59 %

9,6 Imidazol HCI 100 0,43 (0,00043) 57 %

9,7 2-metil-2-imidazolina HCI 60 0,43 (0,00043) : 57 %

: cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio : ¢ 0,48 (0,00048)

3-aminopiridina 0,51 (0,00051

2,4,6-trimetilpiridina 0,49 (0,00049

3-piridina metanol 0,53 (0,00053

—_
-~
8]
juty
(o}
o~

n
3
S

.........................................................................................................................................................................................................................................

9,13 Nicotinamida adenina dinucleétido _ 0,56 (0,00056) 44 %
.......... 5 15Fen||p|ruvatosod|co55057(000057)43%

9,16 2-Pirrolidinona 60 0,68 (0,00068) | 32 %

9,17 Morfolina HCI 50 0,6 (0,0006) 40 %

9,18 Sulfato de agmatina 55 0,77 (0,00077) 23 %

9,19 yoduro de 1-butil-3-metilimidazolio 60 0,66 (0,00066) 34 %
\ 9,21 Nitrato de L-anserina 50 0,79 (0,00079) 21 % _
922clorurode1heX|I3met|I|m|dazoI|o ..................... . 089(000089) ................... 11%
923NNd|et|In|cot|nam|da ..................................... R 067(000067) 33%
924 .................... ; C|don|cot|n|cosalsod|ca ............................... g 054(000054) 46%
......... 9258|ot|na20069(000069)31%

Ejemplo 10: Preparacion de formulaciones gue contienen combinaciones de excipientes vy proteinas de
prueba

Se prepararon formulaciones utilizando un compuesto excipiente primario, un compuesto excipiente secundario y
una proteina de prueba, donde la proteina de prueba pretendia simular una proteina terapéutica que se utilizaria
en una formulacién terapéutica, o una proteina no terapéutica que se utilizaria en una formulacién no terapéutica.
Los compuestos excipientes primarios se seleccionaron de entre compuestos con funcionalidad tanto aniénica
como aromatica, como se indica a continuacién en la tabla 5. Los compuestos excipientes secundarios se
seleccionaron a partir de compuestos con carga no iénica o catiénica a pH 6 y anillos de imidazolina o benceno,
como se indica a continuacion en la tabla 5. Las formulaciones de estos excipientes se prepararon en una solucion
tampon de clorhidrato de histidina 50 mM para medir la viscosidad de la siguiente manera. El clorhidrato de histidina
se preparo6 primero disolviendo 1,94 g de histidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en agua destilada y ajustando el
pH a aproximadamente 6,0 con acido clorhidrico 1 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y diluyendo después hasta un
volumen final de 250 ml con agua destilada en un matraz aforado. A continuacién, los compuestos individuales del
excipiente primario o secundario se disolvieron en HCI de histidina 50 mM. Las combinaciones de excipientes
primarios y secundarios se disolvieron en HCI de histidina 50 mM y el pH de la solucién resultante se ajustd con
pequefias cantidades de hidroxido de sodio concentrado o &cido clorhidrico para alcanzar un pH 6 antes de la
disolucién de la proteina modelo. Una vez preparadas las soluciones de excipientes como se ha descrito
anteriormente, se disolvi6 la proteina de prueba (gammaglobulina bovina (BGG) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en
cada solucién de prueba en una proporcion para alcanzar una concentracion final de proteina de aproximadamente
280 mg/ml. Las soluciones de BGG en HCI de histidina 50 mM con excipiente se formularon en viales de 20 ml y
se dejaron agitar a 100 rpm en una mesa de agitacion orbital durante toda la noche. A continuacién, las soluciones
de BGG se transfirieron a tubos de microcentrifuga de 2 ml y se centrifugaron durante diez minutos a 2300 rpm en
una microcentrifuga IEC MicroMax para eliminar el aire arrastrado antes de medir la viscosidad.
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Las mediciones de viscosidad de las formulaciones preparadas como se ha descrito anteriormente se realizaron
con un viscosimetro de cono y placa DV-IIT LV (Brookfield Engineering, Middleboro, MA). El viscosimetro estaba
equipado con un cono CP-40 y funcionaba a 3 rpm y 25 grados C. La formulacién se cargé en el viscosimetro a un
volumen de 0,5 ml y se dejé incubar a la velocidad de cizallamiento y temperatura dadas durante 3 minutos,
seguidos de un periodo de recogida de mediciones de veinte segundos. A continuacion, se realizaron dos etapas
adicionales consistentes en 1 minuto de incubacién de cizallamiento y un periodo posterior de recogida de
mediciones de 20 segundos. Los tres puntos de datos recogidos se promediaron y se registraron como la
viscosidad de la muestra. Las viscosidades de las soluciones con excipiente se normalizaron con respecto a la
viscosidad de la solucion de proteina modelo sin excipiente, y se resumieron en la tabla 5 a continuacion. La
viscosidad normalizada es la relacién entre la viscosidad de la solucion de proteina modelo con excipiente y la
viscosidad de la solucion de proteina modelo sin excipiente. El ejemplo muestra que una combinacién de
excipientes primarios y secundarios puede dar un mejor resultado que un Unico excipiente.

TABLA 5
Excipiente primario Excipiente secundario |
i Ndmero Nombre {Concentracién (mg/ml) i Nombre Concentracién Viscosidad |
i de prueba { ! (mg/ml) i normalizada cP |
? , : % (Pa.s) ‘
101 Acido salicilico 30 :Ninguno : 0 0,79 (0,00079)
102 Acido salicilico 25 Imidazol | 4 Q 0,59
10,3 Acido 4-hidroxibenzoico 30 ‘Ninguno 0 0,61 (0,00061)
10.4 Acido 4-hidroxibenzoico 25 élmidazol 5 \ 0,57 (0,00057)
10,5 Acido 4-hidroxibenceno 31 ‘Ninguno 0 0,59 (0,00059)
sulfénico .
10,6 Acido 4-hidroxibenceno 26 Imidazol 5 0,7 (0,0007)
; sulfénico |
10,7 Acido 4-hidroxibenceno 25 | Cafeina 5 0,69 (0,00069)
sulfénico !
Ninguno : afefna | i 0,73 (0,00073)
Ninguno 0 Imidazol 5 . 0,75 (0,00075)

Ejemplo 11: Preparacién de formulaciones que contienen combinaciones de excipientes vy proteinas de
prueba

Se prepararon formulaciones utilizando un compuesto excipiente primario, un compuesto excipiente secundario y
una proteina de prueba, donde la proteina de prueba pretendia simular una proteina terapéutica que se utilizaria
en una formulacién terapéutica, o una proteina no terapéutica que se utilizaria en una formulacién no terapéutica.
Los compuestos excipientes primarios se seleccionaron de entre compuestos con funcionalidad tanto aniénica
como aromatica, como se indica a continuacién en la tabla 6. Los compuestos excipientes secundarios se
seleccionaron a partir de compuestos con carga no iénica o catiénica a pH 6 y anillos de imidazolina o benceno,
como se indica a continuacién en la tabla 6. Las formulaciones de estos excipientes se prepararon en agua
destilada para medir la viscosidad de la siguiente manera. Las combinaciones de excipientes primarios y
secundarios se disolvieron en agua destilada y el pH de la solucién resultante se ajusté con pequefias cantidades
de hidréxido de sodio concentrado o acido clorhidrico para alcanzar un pH 6 antes de la disolucion de la proteina
modelo. Una vez preparadas las soluciones de excipientes en agua destilada, se disolvié la proteina de prueba
(gammaglobulina bovina (BGG) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)) en una proporcién que permitiera alcanzar una
concentracion final de proteina de aproximadamente 280 mg/ml. Las soluciones de BGG en agua destilada con
excipiente se formularon en viales de 20 ml y se dejaron agitar a 100 rpm en una mesa de agitacién orbital durante
toda la noche. A continuacién, las soluciones de BGG se transfirieron a tubos de microcentrifuga de 2 ml y se
centrifugaron durante diez minutos a 2300 rpm en una microcentrifuga IEC MicroMax para eliminar el aire
arrastrado antes de medir |a viscosidad.

Las mediciones de viscosidad de las formulaciones preparadas como se ha descrito anteriormente se realizaron
con un viscosimetro de cono y placa DV-IIT LV (Brookfield Engineering, Middleboro, MA). El viscosimetro estaba
equipado con un cono CP-40 y funcionaba a 3 rpm y 25 grados C. La formulacién se cargé en el viscosimetro a un
volumen de 0,5 ml y se dejé incubar a la velocidad de cizallamiento y temperatura dadas durante 3 minutos,
seguidos de un periodo de recogida de mediciones de veinte segundos. A continuacion, se realizaron dos etapas
adicionales consistentes en 1 minuto de incubacién de cizallamiento y un periodo posterior de recogida de
mediciones de 20 segundos. Los tres puntos de datos recogidos se promediaron y se registraron como la
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viscosidad de la muestra. Las viscosidades de las soluciones con excipiente se normalizaron con respecto a la
viscosidad de la solucion de proteina modelo sin excipiente, y se resumieron en la tabla 6 a continuacion. La
viscosidad normalizada es la relacién entre la viscosidad de la solucion de proteina modelo con excipiente y la
viscosidad de la solucion de proteina modelo sin excipiente. El ejemplo muestra que una combinacién de
excipientes primarios y secundarios puede dar un mejor resultado que un Unico excipiente.

TABLA 6

.........................................................................................................................................................................................................................

Ex0|p|ente primario Ex0|p|ente secundario

Nombre Concentramon (mg/ml) Nombre | Concentracién Viscosidad |
! (mg/ml) normalizada cP |

Niacinamida : 0,76 (0,00076)

B A R RS SRR RN R R

Imidazol 0,73 (0,00073)

Ejemplo 12: Preparacion de formulaciones que contienen compuestos excipientes vy PEG

Materiales: Todos los materiales se adquirieron en Sigma-Aldrich, St. Louis, MO. Se prepararon formulaciones
utilizando un compuesto excipiente y PEG, donde el PEG pretendia simular una proteina terapéutica PEGilada
que se utilizaria en una formulacién terapéutica. Tales formulaciones se prepararon mezclando volimenes iguales
de una solucién de PEG con una solucion del excipiente. Ambas soluciones se prepararon en un tampén Tris
compuesto por 10 mM de Tris, 135 mM de NaCl y 1 mM de &cido trans-cinamico a un pH de 7,3.

La solucion de PEG se preparé mezclando 3 g de Poli(6xido de etileno) de Mw promedio ~1.000.000 (Aldrich
Catalogo # 372781) con 97 g de la solucion tampoén Tris. La mezcla se agitd durante toda la noche para su completa
disolucion.

Un ejemplo de preparacion de la solucion de excipiente es el siguiente: Se prepar6 una solucién de
aproximadamente 80 mg/ml de acido citrico en el tampén Tris disolviendo 0,4 g de acido citrico (Aldrich cat. #
251275) en 5 ml de la solucién tampdn Tris y se ajusto el pH a 7,3 con una cantidad minima de solucién de NaOH
10 M.

La solucién de excipiente de PEG se prepard mezclando 0,5 ml de la solucién de PEG con 0,5 ml de la solucién
de excipiente y se mezclé utilizando un vortex durante unos segundos. Se preparé una muestra de control
mezclando 0,5 ml de la solucién de PEG con 0,5 ml de la solucién tampon Tris.

Ejemplo 13: Mediciones de la viscosidad de formulaciones que contienen compuestos excipientes v PEG

Las mediciones de viscosidad de las formulaciones preparadas se realizaron con un viscosimetro de cono y placa
DV-IIT LV (Brookfield Engineering, Middleboro, MA). El viscosimetro estaba equipado con un cono CP-40 y
funcionaba a 3 rpm y 25 grados C. La formulacion se cargo en el viscosimetro a un volumen de 0,5 ml y se dejo
incubar a la velocidad de cizallamiento y temperatura dadas durante 3 minutos, seguidos de un periodo de recogida
de mediciones de veinte segundos. A continuacién, se realizaron dos etapas adicionales consistentes en 1 minuto
de incubacién de cizallamiento y un periodo posterior de recogida de mediciones de 20 segundos. Los tres puntos
de datos recogidos se promediaron y se registraron como la viscosidad de la muestra.

Los resultados presentados en la tabla 7 muestran el efecto de los compuestos excipientes agregados en la
reduccién de la viscosidad.

TABLA7
R T — e e o R a
\ prueba : excipiente (mg/ml) (Pa. s) v viscosidad _
T g NPT I7TN : /
BT VRN R i W Ry ; 6"""""'""""""":"é"é"é"(bmb"é‘éé‘)w_\ ............... T
e R e S N e s
........... R B B 1T R
135 | fosfato de glicerol | 20 | 83,9 (0,0839) ! 18 %
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............................................................................................................................................................................................................................

' Numero de : Excipiente . Concentracion del | Viscosidad cP | Reduccion dela :
prueba i excipiente (mg/ml) | (Pa. s) {  viscosidad i
136 Etilendiamina 40 | 84,7 (0,0847) | 17 % :

: Etilendiamina ! 20 i 83,9 (0,0839) : 15%

13,11 Sal EDTANa 20 | 77.4(0,0774

) | 26 %
13,12 Acido D-glucénico/Sal K 40 80,32 23 %

‘ = f | (0,08032) :

.......... ; 313A0|dngIucon|co/SaIK20884(00884)16/
13,14 Acido D-gluconico/Sal Na : 40 81,24 23%

(0,08124)

............................................................................................................................................................................................................................

13,15 :Acido D-glucénico/Sal Na : 86,6 (0,0866)

B a4 B B B 4 4 A R4 R A A A AR

13,16 |  Acido lactico/sal K 40 [ 80,42

R R R

Acido lactico/sal K

13,23 Acido etidrénico/sal Na 12 79,4 (0,0794) 24 %

Ejemplo 14: Preparacion de BSA PEGilada con 1 cadena de PEG por molécula de BSA

A un vaso de precipitados se le agregaron 200 ml de una solucién salina tamponada con fosfato (Aldrich Cat. #
P4417) y 4 g de BSA (Aldrich Cat. # A7906) y se mezcla con una barra magnética. A continuacion, 400 mg de
metoxipolietilenglicol maleimida, MW=5.000, (Aldrich Cat. # 63187). La mezcla de reaccion se dejé reaccionar
durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se afiadieron 20 gotas de HCI 0,1 M para detener
la reaccién. El producto de reaccién se caracterizé6 mediante SDS-Page y SEC, que mostraron claramente la BSA
PEGilada. La mezcla de reaccién se colocod en un tubo de centrifuga Amicon con un corte de peso molecular
(MWCO) de 30.000 y se concentré a unos pocos mililitros. A continuacion, la muestra se diluyé 20 veces con un
tampon de histidina, 50 mM a un pH de aproximadamente 6, y se concentré hasta obtener un fluido de alta
viscosidad. La concentracion final de la solucién proteica se obtuvo midiendo la absorbancia a 280 nm y utilizando
un coeficiente de extincion para la BSA de 0,6678. Los resultados indicaron que la concentracion final de BSA en
la solucién era de 342 mg/ml.

Ejemplo 15: Preparacion de BSA PEGilada con multiples cadenas de PEG por molécula de BSA

Se prepar6 una solucién de 5 mg/ml de BSA (Aldrich A7906) en tampon fosfato, 25 mM a pH de 7,2, mezclando
0,5 g de la BSA con 100 ml del tampén. A continuacién se agregd 1 g de un propionaldehido metoxi PEG
Mw=20.000 (JenKem Technology, Plano, TX 75024) seguido de 0,12 g de cianoborohidruro sédico (Aldrich
156159). Se dejo que la reaccion prosiguiera durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, la
mezcla de reaccion se diluy6 13 veces con un tampon Tris (10 mM Tris, 135 mM NaCl a pH=7,3) y se concentr
utilizando tubos de centrifuga Amicon con un MWCO de 30.000 hasta alcanzar una concentracién de
aproximadamente 150 mg/ml.

Ejemplo 16: Preparacion de lisozima PEGilada con multiples cadenas de PEG por molécula de lisozima

Se preparé una solucion de 5 mg/ml de lisozima (Aldrich L6876) en tampén fosfato, 25 mM a pH de 7,2, mezclando
0,5 g de la lisozima con 100 ml del tampdn. A continuacion se agregd 1 g de un metoxi PEG propionaldehido
Mw=5.000 (JenKem Technology, Plano, TX 75024} seguido de 0,12 g de cianoborohidruro sédico (Aldrich 156159).
Se dejo que la reaccioén prosiguiera durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, la mezcla de
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reaccion se diluyd 49 veces con el tamp6n fosfato, 25 mM a pH de 7,2, y se concentr6 utilizando tubos de centrifuga
Amicon MWCO de 30.000. La concentracion final de la solucién proteica se obtuvo midiendo la absorbancia a 280
nm y utilizando un coeficiente de extincion para la lisozima de 2,63. La concentracion final de lisozima en la solucion
fue de 140 mg/ml.

Ejemplo 17: Efecto de los excipientes en la viscosidad de la BSA PEGilada con 1 cadena de PEG por
molécula de BSA

Se prepararon formulaciones de BSA PEGilada (del ejemplo 14 anterior) con excipientes agregando 6 o 12
miligramos de la sal del excipiente a 0,3 ml de la solucion de BSA PEGilada. La solucion se mezcl6 agitandola
suavemente y la viscosidad se midié con un RheoSense microVisc equipado con un canal A10 (100 micras de
profundidad) a una velocidad de cizallamiento de 500 s-1. Las mediciones del viscosimetro se realizaron a
temperatura ambiente.

Los resultados presentados en la tabla 8 muestran el efecto de los compuestos excipientes agregados en la
reduccién de la viscosidad.

TABLA 8
Numero de Excipiente Concentracion del Viscosidad cP Reduccion de la
prueba | excipiente (mg/ml) (Pa. s) viscosidad
171 Ninguno 0 | 228,6(0,2286) | 0%
17,2 i Sal Na sulfatada de alfa- 20 151,5 (0,1515) 34 %
: ciclodextrina ; |
173 K acetato 40 | 895(0,0895) 60 %

Ejemplo 18: Efecto de los excipientes en la viscosidad de la BSA PEGilada con multiples cadenas de PEG
por molécula de BSA

Se preparé una formulacién de BSA PEGilada (del ejemplo 15 anterior) con sal Na de acido citrico como excipiente
agregando 8 miligramos de la sal del excipiente a 0,2 ml de la solucion de BSA PEGilada. La solucién se mezcld
agitandola suavemente y la viscosidad se midid con un RheoSense microVisc equipado con un canal A10 (100
micras de profundidad) a una velocidad de cizallamiento de 500 s-1. Las mediciones del viscosimetro se realizaron
a temperatura ambiente. Los resultados presentados en la tabla 9 muestran el efecto de los compuestos
excipientes agregados en la reduccién de la viscosidad.

TABLA 9
§"'i\'iij'}'ﬁ'é'r'é"&"e""'§'E&E&iﬁi'éﬁié'Eé?ééé&gf ......... e
prueba | :  excipiente (mg/ml) (Pa.s) viscosidad
18,1 Ninguno 0 | 56,8 (0,0568) 0%

18,2 | Acido citrico Sal Na : 40 ! 435(0,0435) | 23 %

Ejemplo 19: Efecto de los excipientes en la viscosidad de la lisozima PEGilada con multiples cadenas de
PEG por molécula de lisozima

Se preparé una formulacién de lisozima PEGilada (del ejemplo 16 anterior) con acetato de potasio como excipiente
agregando 6 miligramos de la sal del excipiente a 0,3 ml de la solucién de lisozima PEGilada. La solucién se mezcld
agitandola suavemente y la viscosidad se midid con un RheoSense microVisc equipado con un canal A10 (100
micras de profundidad) a una velocidad de cizallamiento de 500 s-1. Las mediciones del viscosimetro se realizaron
a temperatura ambiente. Los resultados presentados en la siguiente tabla muestran el beneficio de los compuestos
excipientes agregados en la reduccién de la viscosidad.

TABLA 10
Numero de Excipiente Concentracion del excipiente Viscosidad cP | Reduccion de la
i prueba H (mg/ml) (Pa.s) viscosidad
i 19,1 0 24,6 (0,0246) 0% \
: 19,2 20 . 226(0,0226) | 8 %
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Ejemplo 20: Formulaciones proteicas gue contienen combinaciones de excipientes

Se prepararon formulaciones utilizando un compuesto excipiente o una combinacion de dos compuestos
excipientes y una proteina de prueba, donde la proteina de prueba pretendia simular una proteina terapéutica que
se utilizaria en una formulacién terapéutica. Estas formulaciones se prepararon en tampén histidina 20 mM con
diferentes compuestos excipientes para medir la viscosidad de la siguiente manera. Las combinaciones de
excipientes se disolvieron en 20 mM de histidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y el pH de la solucién resultante
se ajustd con pequefias cantidades de hidréxido de sodio concentrado o acido clorhidrico para alcanzar un pH 6
antes de la disolucién de la proteina modelo. Los compuestos excipientes para este ejemplo se enumeran a
continuacion en la tabla 11. Una vez preparadas las soluciones de excipientes, se disolvid la proteina de prueba
(gammaglobulina bovina o "BGG" (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)) en una proporcién para alcanzar una
concentracion final de proteina de aproximadamente 280 mg/ml. Las soluciones de BGG en las soluciones
excipientes se formularon en tubos de polipropileno estériles de 5 ml y se dejaron agitar a 80-100 rpm en una mesa
de agitacion orbital durante toda la noche. A continuacion, las soluciones de BGG se transfirieron a tubos de
microcentrifuga de 2 ml y se centrifugaron durante aproximadamente diez minutos a 2.300 rpm en una
microcentrifuga IEC MicroMax para eliminar el aire arrastrado antes de medir la viscosidad.

Las mediciones de viscosidad de las formulaciones preparadas como se ha descrito anteriormente se realizaron
con un viscosimetro de cono y placa DV-IIT LV (Brookfield Engineering, Middleboro, MA). El viscosimetro estaba
equipado con un cono CP-40 y funcionaba a 3 rpm y 25 grados centigrados. La formulacion se cargd en el
viscosimetro a un volumen de 0,5 ml y se dejé incubar a la velocidad de cizallamiento y temperatura dadas durante
3 minutos, seguidos de un periodo de recogida de mediciones de veinte segundos. A continuacién, se realizaron
dos etapas adicionales consistentes en 1 minuto de incubacion de cizallamiento y un periodo posterior de recogida
de mediciones de 20 segundos. Los tres puntos de datos recogidos se promediaron y se registraron como la
viscosidad de la muestra. Las viscosidades de las soluciones con excipiente se normalizaron a la viscosidad de la
solucion de proteina modelo sin excipiente, y los resultados se muestran en la tabla 11 a continuacién. La
viscosidad normalizada es la relacién entre la viscosidad de la solucion de proteina modelo con excipiente y la
viscosidad de la solucién de proteina modelo sin excipiente.

TABLA 11
PruebaEx0|p|enteA .................... = e V|3003|dadnormallzadacP .......
# :  Nombre :Conc. (mg/ml)éNombre§ Conc. (Pa.s)
: ! : (mg/ml)

: :Ninguno : 0 : 0,44 (0,00044)
205 | Teofiina | 10 :Ninguno | 0 0,84 (0,00084)
206 | Sacarina | 30 :Ninguno | 0 : 0,58 (0,00058)
20,7 :AcesulfamoK | 40 : Ninguno 0 3 0,61 (0,00061)
20,8 : Cafeina | 15  Taurina 15 0,82 (0,00082)

. 209 | Cafeina 15 Tiramina 15 0.67 (0.00067) \

Ejemplo 21: Formulaciones proteicas con excipientes para reducir la viscosidad y el dolor de la inyeccién

Se prepararon formulaciones utilizando un compuesto excipiente, un segundo compuesto excipiente y una proteina
de prueba, donde la proteina de prueba pretendia simular una proteina terapéutica que se utilizaria en una
formulacién terapéutica. El primer compuesto excipiente, el Excipiente A, se seleccioné de un grupo de compuestos
con propiedades anestésicas locales. El primer excipiente, el Excipiente A, y el segundo excipiente, el Excipiente
B, se enumeran en la tabla 12. Estas formulaciones se prepararon en tampo6n de histidina 20 mM utilizando el
Excipiente A y el Excipiente B de la siguiente manera, para poder medir sus viscosidades. Los excipientes en las
cantidades indicadas en la tabla 12 se disolvieron en 20 mM de histidina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO} y las
soluciones resultantes se ajustaron al pH con pequefias cantidades de hidréxido de sodio concentrado o acido
clorhidrico para alcanzar un pH 6 antes de la disolucion de la proteina modelo. Una vez preparadas las soluciones
excipientes, se disolvi6 la proteina de prueba (gammaglobulina bovina ("BGG") (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO}) en
la solucidn excipiente en una proporcion que permitiera alcanzar una concentracion final de proteina de
aproximadamente 280 mg/ml. Las soluciones de BGG en las soluciones excipientes se formularon en tubos de
polipropileno estériles de 5 ml y se dejaron agitar a 80-100 rpm en una mesa de agitacion orbital durante toda la
noche. A continuacion, las soluciones de BGG-excipiente se transfirieron a tubos de microcentrifuga de 2 ml y se
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centrifugaron durante aproximadamente diez minutos a 2300 rpm en una microcentrifuga IEC MicroMax para
eliminar el aire arrastrado antes de medir la viscosidad.

Las mediciones de viscosidad de las formulaciones preparadas como se describié anteriormente se realizaron con
un viscosimetro de cono y placa DV-IIT LV (Brookfield Engineering, Middleboro, MA). El viscosimetro estaba
equipado con un cono CP-40 y funcionaba a 3 rpm y 25 grados centigrados. La formulacion se cargd en el
viscosimetro a un volumen de 0,5 ml y se dejé incubar a la velocidad de cizallamiento y temperatura dadas durante
3 minutos, seguidos de un periodo de recogida de mediciones de veinte segundos. A continuacién, se realizaron
dos etapas adicionales consistentes en 1 minuto de incubacion de cizallamiento y un periodo posterior de recogida
de mediciones de 20 segundos. Los tres puntos de datos recogidos se promediaron y se registraron como la
viscosidad de la muestra. Las viscosidades de las soluciones con excipiente se normalizaron a la viscosidad de la
solucion de proteina modelo sin excipiente, y los resultados se muestran en la tabla 12 a continuacién. La
viscosidad normalizada es la relacién entre la viscosidad de la solucion de proteina modelo con excipiente y la
viscosidad de la solucién de proteina modelo sin excipiente.

TABLA 12

i Viscosidad normalizada cP

21,3 . Lidocaina : 23  Ningunoi 0 0,74 (0,00074)
21,4 | Lidocaina 10 :Cafeina; 15 0,71 (0,00071)
21,5 | HClde procaina : 40 :Ninguno | 0 0,64 (0,00064)
21,6 | HCl de procaina : 20 :Cafeinai 15 0,69 (0,00069)

Ejemplo 22: Formulaciones que contienen compuestos excipientes y PEG

Se prepararon formulaciones utilizando un compuesto excipiente y PEG, donde el PEG estaba destinado a simular
una proteina terapéutica PEGilada que se utilizaria en una formulacién terapéutica, y donde los compuestos
excipientes se proporcionaron en las cantidades enumeradas en la tabla 13. Estas formulaciones se prepararon
mezclando volimenes iguales de una solucién de PEG con una solucion del excipiente. Ambas soluciones se
prepararon en agua desionizada.

La solucion de PEG se preparé mezclando 16,5 g de poli(dxido de etileno) Mw promedio ~100.000 (Aldrich
Catalogo # 181986) con 83,5 g de agua DI. La mezcla se agité durante toda la noche para su completa disolucion.

Las soluciones de excipiente se prepararon por este procedimiento general y como se detalla en la tabla 13 a
continuacion: Se preparé una solucion de aproximadamente 20 mg/ml de fosfato potasico tribasico (Aldrich
Catalogo # P5629) en agua DI disolviendo 0.05 g de fosfato potasico en 5 ml de agua DI. La solucién de excipiente
de PEG se preparé mezclando 0,5 ml de la solucién de PEG con 0,5 ml de la solucién de excipiente y se mezclé
utilizando un vértex durante unos segundos. Se preparé una muestra de control mezclando 0,5 ml de la solucién
de PEG con 0,5 ml de agua desionizada. Se midio la viscosidad y los resultados se registran en la tabla 13.

TABLA 13

- Numero de Excipiente Concentracion del i Reduccion de la
{  prueba excipiente (mg/ml) viscosidad (%)

R R R R

Ninguno

5 Fosfato potésico : | (0.0723) |
22,4 | Acido citrico Sal Na/Fosfato potasico | 10/10 1 69,1(0,0691) | 13,3
225 Sulfato de sodio 10 75,1 (0,0751) | 5.8
22,6 Acido citrico Sal Na/Sulfato sédico 10/10 70,4 (0,0704) 11,7
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Ejemplo 23 : Procesamiento mejorado de soluciones proteinicas con excipientes

Se prepararon dos soluciones de BGG mezclando 0,25 g de BGG sélido (numero de catalogo G5009 de Aldrich)
con 4 ml de una solucion tampén. Para la muestra A: La solucion tampén era tampén de histidina 20 mM (pH=6,0).
Para la muestra B: La solucion tampon era un tampén de histidina 20 mM que contenia 15 mg/ml de cafeina
(pH=6). La disolucion del BGG sdlido se llevo a cabo colocando las muestras en un agitador orbital a 100 rpm. Se
observd que la muestra de tampon que contenia excipiente de cafeina disolvia mas rapidamente la proteina. Para
la muestra con el excipiente de cafeina (Muestra B), la disoluciéon completa del BGG se logro en 15 minutos. Para
la muestra sin cafeina (Muestra A) la disolucion necesitdé 35 minutos.

A continuacioén, las muestras se colocaron en 2 unidades separadas de filtro centrifugo Amicon Ultra 4 con un corte
de 30.000 pesos moleculares y las muestras se centrifugaron a 2.500 rpm a intervalos de 10 minutos. Se registro
el volumen de filtrado recuperado tras cada centrifugacion de 10 minutos. Los resultados de la tabla 14 muestran
la recuperacion mas rapida del filtrado para la Muestra B. Ademas, la Muestra B sigui6é concentrandose con cada
pasada adicional, pero la Muestra A alcanz6 un punto de concentracién maxima y la centrifugacion adicional no
dio lugar a una mayor concentracion de la muestra.

TABLA 14

éTiempo de centrifugado (min) { Muestra A filtrado recogido (ml) Muestra B filtrado recogido (ml)

10 0,28 0.28

100 1,79 2,49

Ejemplo 24: Formulaciones proteinicas con miiltiples excipientes

Este ejemplo muestra cémo la combinacién de cafeina y arginina como excipientes tiene un efecto beneficioso en
la disminucién de la viscosidad de una solucion de BGG. Se prepararon cuatro soluciones de BGG mezclando 0,18
g de BGG sdlido (numero de catalogo Aldrich G5009) con 0,5 ml de un tampon de histidina 20 mM a pH 6. Cada
solucion tampdn contenia un excipiente diferente 0 una combinacion de excipientes como se describe en la tabla
siguiente. La viscosidad de las soluciones se midié como se ha descrito en ejemplos anteriores. Los resultados
muestran que el excipiente de amina impedida, la cafeina, puede combinarse con excipientes conocidos tales
como la arginina, y que la combinacién tiene mejores propiedades de reduccion de la viscosidad que los excipientes
individuales por si solos.

TABLA 15
e i e I
: (Pa.s) viscosidad (%)
Ninguno . 130,6 (0,1306) | 0
Cafeina (10 mg/ml) 87,9 (0,0879) 33
................ P B T
e poaehath P s S P o

............................................................................................................................................................................................................................

Se agregd arginina a soluciones de 280 mg/ml de BGG en tamp6n de histidina a pH 6. A niveles superiores a 50
mg/ml, la adicién de mas arginina no disminuy6 mas la viscosidad, como se muestra en la tabla 16.
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TABLA 16
Arginina agregada (mg/ml) Viscosidad cP (Pa.s) Reduccién de la viscosidad (%)
0 79 (0,079) 0%

53 : 40,9 (0,0409) 48 %

: ( : 42 %

: -

‘ 132 , 49 (0,049) , 38 % :
............................... B R
............................... 174503(00503)36/
............................... R B B

Se agreg6 cafeina a soluciones de 280 mg/ml de BGG en tamp6n histidina a pH 6. A niveles superiores a 10 mg/ml,
la adicién de mas cafeina no disminuy6 mas la viscosidad, como se muestra en la tabla 17.

5 TABLA 17

Cafeina agregada (mg/ml) Viscosidad cP (Pa.s) Reduccién de la viscosidad (%)

0 79 (0,079) 0%
10 60 (0,06) 31%
15 62 (0,062) 23 %
22 50 (0,05) 45 %

Equivalentes

Aunqgue en la presente memoria se han divulgado realizaciones especificas de la invencién objeto de estudio, la
memoria descriptiva anterior es ilustrativa y no restrictiva. Mientras esta invencion ha sido particularmente mostrada

10 y descrita con referencias a realizaciones preferidas de la misma, los expertos en la técnica entenderan que se
pueden realizar diversos cambios en la forma y los detalles sin apartarse del alcance de la invencion abarcado por
las reivindicaciones adjuntas. Muchas variaciones de la invencién se haran evidentes a los expertos en la materia
tras la revision de esta memoria descriptiva. A menos que se indique lo contrario, todos los niimeros que expresan
condiciones de reaccion, cantidades de ingredientes, etc., utilizados en esta memoria descriptiva y en las

15 reivindicaciones deben entenderse modificados en todos los casos por el término "aproximadamente". De acuerdo
con lo anterior, a menos que se indique lo contrario, los parametros numéricos expuestos en la presente memoria
son aproximaciones que pueden variar en funcién de las propiedades deseadas que se pretenden obtener con la
presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién liquida que comprende un anticuerpo y un compuesto excipiente, en la que el compuesto
excipiente es cafeina y se agrega en una cantidad que reduce la viscosidad,

en la que la cantidad de cafeina que reduce la viscosidad estd comprendida entre 10 mg/mly 200 mg/ml,
en la que el anticuerpo esta en una cantidad de al menos 100 mg/ml; y

en la que la viscosidad de la formulacion es al menos un 50 % menor que la viscosidad de una formulacién
de control, en la que la formulacién de control no contiene cafeina pero por lo demas es idéntica en peso
seco a la formulacién liquida.

2. La formulacién liquida de la reivindicacion 1, en la que la formulacion es una composicién farmacéutica, y en la
que la composicion farmacéutica comprende un anticuerpo terapéutico.

3. La formulacién liquida de la reivindicacion 1, en la que la formulacién es una formulacion no terapéutica, y en la
que la formulacion no terapéutica comprende una proteina no terapéutica.

4. La formulacién de la reivindicacion 1, en la que la viscosidad de la formulaciéon es al menos un 70 %,
opcionalmente al menos un 90 % menor que la viscosidad de la formulacién de control.

5. La formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la viscosidad es menor que 100 cP
(0,1 Pa.s), opcionalmente menor que 50 cP (0,05 Pa.s), opcionalmente menor que 20 cP (0,02 Pa.s) opcionalmente
menor que 10 cP (0,01 Pa.s).

6. La formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la formulacién contiene al menos 200
mg/ml del anticuerpo, opcionalmente al menos 300 mg/ml del anticuerpo.

7. La formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la formulacién tiene una estabilidad
mejorada en comparacién con la formulacion de control.

8. La formulacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la cafeina se combina con un segundo
compuesto excipiente que disminuye aun mas la viscosidad de la formulacién.

9. La formulacién de la reivindicacién 8, en la que el segundo compuesto excipiente se selecciona del grupo que
consiste en teofilina, tiramina, procaina, lidocaina, imidazol, aspartamo, sacarina y acesulfamo potasico.

10. La formulacién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende ademas un agente adicional
seleccionado del grupo que consiste en conservantes, tensioactivos, azlcares, polisacaridos, arginina, prolina,
hialuronidasa, estabilizadores y tampones.

11. Una formulacién liquida para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno en un mamifero, en la
que la formulacién terapéutica liquida se selecciona de una cualquiera de las formulaciones de las reivindicaciones
1-10.

12. La formulacién liquida para su uso de la reivindicacién 11 para inyeccién subcutanea, inyeccion intramuscular
0 inyeccion intravenosa.

13. Una formulacién terapéutica liquida inyectable para su uso en la reduccién del dolor en un sitio de inyeccién
de una proteina terapéutica en un mamifero, en la que la formulacién se selecciona de una cualquiera de las
formulaciones de las reivindicaciones 1-10.

14. Un procedimiento de mejora de un procedimiento relacionado con las proteinas que comprende:
proporcionar la formulacién liquida de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, y
emplearla en un procesamiento de transformacién.

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que el procedimiento de procesamiento se selecciona del grupo
que consiste en filtracion, bombeo, mezcla, centrifugacion, separacién por membrana, liofilizacion y cromatografia.
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