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DESCRIPCION

Formulacién de liberacion prolongada que comprende microparticulas para su uso en el humor vitreo del ojo para
tratar trastornos oculares vasculares

Campo

La invencion se refiere a la fabricacion, composicion y uso de un producto terapéutico de proteina de liberacion
prolongada. Especificamente, la invencién se refiere a la fabricacion, composiciéon y uso de una pluralidad de
microesferas de proteinas recubiertas con polimeros para la liberacién prolongada y uniforme de proteinas en un
entorno acuoso o fisioldgico a lo largo del tiempo. En particular, la presente invencion se refiere a una formulacion de
liberacion prolongada.

Antecedentes

La liberacion prolongada de una proteina terapéutica administrada hacia una diana biolégica, tal como, por ejemplo,
la retina o un tumor, o administrada por via parenteral es deseable para el tratamiento de muchas afecciones
diferentes, incluyendo canceres, enfermedades cardiovasculares, afecciones vasculares, trastornos ortopédicos,
trastornos dentales, heridas, enfermedades autoinmunitarias, trastornos gastrointestinales y enfermedades oculares.
Los polimeros biocompatibles y biodegradables para el suministro controlado y prolongado de farmacos han estado
en uso durante décadas. A medida que el polimero se degrada con el tiempo, el farmaco terapéutico se libera
lentamente.

En el caso de los productos terapéuticos intraoculares, existe una importante necesidad médica no satisfecha de
formulaciones de liberacion prolongada para administrar las proteinas terapéuticas eficazmente con el tiempo con la
menor cantidad posible de inyecciones intraoculares. En el caso de otras enfermedades, tales como cancer,
enfermedades inflamatorias y otras enfermedades, existe la necesidad de formulaciones de liberacién prolongada
implantables mejoradas que contengan productos terapéuticos de proteina.

Los solicitantes han descubierto y desvelan y reivindican en el presente documento métodos de fabricacion y uso de
microparticulas que contienen un polimero biodegradable y una proteina terapéutica, que es capaz de liberar una
cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina terapéutica de manera uniforme durante un periodo prolongado de
tiempo.

También se hace referencia a los siguientes documentos:

e El documento US 2011/0104151 que se refiere a composiciones de microparticulas y métodos para tratar la
degeneracion macular relacionada con la edad;

* El documento US 2008/0305115 que se refiere a formas de dosificacion de larga accién y masa reducida;

* El documento WO 03/092665 que se refiere a sistemas de administraciéon ocular y usos de los mismos; y

* Kim et al.,, Biomaterials, 30 (5): 902-909 que se refiere a microcapsulas cargadas con BSA_FITC para la
administracion in vivo.

Sumario
El alcance de la invencién se define por las reivindicaciones.

La presente invencién proporciona una formulacion farmacéutica de liberaciéon prolongada para su uso en el vitreo
para el tratamiento de trastornos oculares vasculares, comprendiendo la formulacion farmacéutica microparticulas
que tienen un diametro de 2 micrometros a 70 micrémetros, teniendo las microparticulas un nucleo de particula
proteica dentro de una corteza polimérica, conteniendo la particula proteica menos del 3 % de agua en peso, en
donde las microparticulas liberan la proteina en un ambiente acuoso fisiolégico a aproximadamente 37 °C a una
velocidad de aproximadamente 0,01 mg/semana a aproximadamente 0,30 mg/semana durante al menos 60 dias y
en donde la formulacién farmacéutica comprende uno o mas azucares.

También se desvela una microparticula que comprende una proteina recubierta con un polimero. En un caso, la
microparticula tiene un didmetro de aproximadamente 2 micrémetros a aproximadamente 70 micrometros. En un
caso, la microparticula tiene un diametro de aproximadamente 15 micrometros.

En un caso, la proteina es una proteina de unién a antigeno. En un caso, la proteina comprende un dominio Fc. En
un caso, la proteina comprende un dominio receptor. En un caso, la proteina es un anticuerpo. En otro caso, la
proteina es una proteina de fusion del receptor Fc. En otro caso, la proteina es una proteina de tipo Trap, que
comprende un fragmento de receptor afin y un dominio Fc. En un caso particular, la proteina es una proteina VEGF-
Trap. En un caso, la proteina VEGF-Trap comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 1.
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En un caso, el polimero es un polimero biodegradable. En algunos casos, el polimero se selecciona del grupo que
consiste en acido polilactico (PLA), acido poliglucélico (PGA), copolimero polilactico-poliglucélico (PLGA) poli-D,L-
lactido-co-glucdlido (PLGA), PLGA-fumarato de oxido de etileno, succinato de PLGA-alfa-tocoferil esterificado a
polietilenglicol 1000 (PLGA-TGPS), polianhidrido poli [1,6-bis (p-carboxifenoxi) hexano] (pCPH), poli (acido
hidroxibutirico-acido cohidroxivalérico) (PHB-PVA), copolimero de polietilenglicol-poli (acido lactico) (PEG-PLA , poli-
g-caprolactona (PCL), poli-alquil-ciano-acrilato (PAC), poli(etil)cianoacrilato (PEC), poliisobutil cianoacrilato, poli-N-(2-
hidroxipropil)metacrilamida (poli (HPMA)), poli-B-R-hidroxi butirato (PHB), poli-B-R-hidroxi alcanoato (PHA), acido
poli-B-R-malico, polimeros de fosfolipidos y colesterol, 2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina/polietilenglicol-distearoil-
fosfatidiletanolamina (DOPC/PEG-DSPE)/colesterol, polisacaridos, celulosa, etilcelulosa, metilcelulosa, alginatos,
dextrano y polimeros de hidrogel de dextrano, amilosa, inulina, pectina y goma guar, quitosano, quitina, heparina,
acido hialurénico, polirrotaxanos y poliseudorrotaxanos basados en ciclodextrina (CD), poliaspartatos,
poliglutamatos, polileucina, copolimeros de leucina-glutamato, succinato de polibutileno (PBS), gelatina, colagenos,
fibrinas, fibroina, poliortoésteres, copolimero de poliortoésteres-poliamidina, copolimeros de poliortoésteres-diamina,
poliortoésteres que incorporan acidos latentes, copolimero de poli(etilenglicol)/poli(butilentereftalato) vy
combinaciones y copolimeros de los mismos. En una realizacidn, el polimero es poli-e-caprolactona (PCL) o un
derivado o copolimero de la misma. En una realizacion, el polimero es PLGA o un derivado o copolimero del mismo.
En una realizacion, el polimero es etilcelulosa o un derivado o copolimero de la misma. En una realizacion, el
polimero es poliortoéster o un derivado o copolimero del mismo.

En un caso, la microparticula comprende un nucleo de proteina micronizada de menos de diez micrémetros y una
corteza de polimero. En un caso, el nucleo de proteina micronizada esta recubierto al menos al 50 % con polimero,
lo que significa que no esta expuesto mas del 50 % de la superficie del nucleo de proteina micronizada. En una
realizacion, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el
99 % o el 100 % de la superficie del nucleo de proteina micronizada esta recubierta con polimero.

En un caso, la microparticula de mas de 10 micrometros de tamafio comprende (a) un nucleo de proteina
micronizada de menos de 10 micrometros, en donde la proteina es uno o0 mas de un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, un receptor o fragmento soluble del mismo, un fragmento de receptor de células T soluble, un fragmento
de MHC soluble, una proteina de fusién del receptor Fc, una proteina de tipo Trap y una proteina VEGF-Trap; y (b)
una cubierta polimérica, en donde el polimero es uno o0 mas de un polimero biocompatible, un polimero
biodegradable, un polimero bioerosionable, acido polilactico (PLA), acido poliglucélico (PGA), copolimero polilactico-
poliglucélico (PLGA), poli-D,L-lactido-co-glucdlido (PLGA), PLGA-fumarato de 6xido de etileno, succinato de PLGA-
alfa-tocoferil esterificado a polietilenglicol 1000 (PLGA-TGPS), polianhidrido poli[1,6-bis(p-carboxifenoxi)hexano]
(pCPH), poli(acido hidroxibutirico-acido cohidroxivalérico) (PHB-PVA), copolimero de polietilenglicol-poli (acido
lactico) (PEG-PLA), poli-e-caprolactona (PCL), poli-alquil-ciano-acrilato (PAC), poli(etil)cianoacrilato (PEC),
poliisobutil cianoacrilato, poli-N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (poli(HPMA)), poli-B-R-hidroxi butirato (PHB), poli-B-R-
hidroxialcanoato (PHA), poli-B-R-acido malico, polimeros de fosfolipidos y colesterol, 2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina/polietilenglicol-distearoilfosfatidiletanolamina (DOPC/PEG-DSPE)/colesterol, polisacaridos, celulosa,
etilcelulosa, metilcelulosa, alginatos, dextrano, y polimeros de hidrogel de dextrano, amilosa, inulina, pectina y goma
guar, quitosano, quitina, heparina, acido hialurénico, polirrotaxanos y poliseudorrotaxanos basados en ciclodextrina
(CD), poliaspartatos, poliglutamatos, polileucina, copolimeros de leucina-glutamato, succinato de polibutileno (PBS),
gelatina, colagenos, fibrinas, fibroina, poliortoésteres, copolimero de poliortoésteres-poliamidina, copolimeros de
poliortoésteres-diamina, poliortoésteres que incorporan acidos latentes, copolimero  de poli
(etilenglicol)/poli(butilentereftalato) y combinaciones y copolimeros de los mismos.

En un caso, la microparticula de un diametro promedio de aproximadamente 15 micrémetros a aproximadamente
30 micrémetros comprende (a) un nucleo de proteina micronizada de aproximadamente 10 a aproximadamente
12 micrometros, en donde la proteina es una proteina VEGF-Trap; y (b) una cubierta polimérica, en donde el
polimero es uno cualquiera o mas de PCL, PLGA, etilcelulosa y poliortoéster y copolimeros o derivados de los
mismos.

También se desvela una pluralidad de microparticulas, que varian en tamafio de aproximadamente dos micrémetros
a aproximadamente 70 micrometros y que comprenden un nucleo de proteina micronizada de aproximadamente dos
micrémetros a aproximadamente 30 micrometros y una corteza de polimero.

En un caso, la proteina es una proteina de unién a antigeno. En algunos casos, la proteina de unién a antigeno es
uno o mas de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un receptor o fragmento soluble del mismo, un fragmento de
receptor soluble de células T, un fragmento de MHC soluble, una proteina de fusién del receptor Fc, una proteina de
tipo Trap y una proteina VEGF-Trap. En un caso, la proteina comprende un dominio Fc. En un caso, la proteina es
un anticuerpo. En otro caso, la proteina es una proteina de fusién del receptor Fc. En otro caso, la proteina es una
proteina de tipo Trap, que comprende un fragmento de receptor afin y un dominio Fc. En un caso particular, la
proteina es una proteina VEGF-Trap. En un caso especifico, la proteina VEGF-Trap comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 1.

En un caso, el polimero es un polimero biocompatible. En un caso, el polimero es un polimero bioerosionable. En un
caso, el polimero es un polimero biodegradable. En algunos casos, el polimero se selecciona del grupo que consiste
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en acido polilactico (PLA), acido poliglucélico (PGA), copolimero polilactico-poliglucdlico (PLGA), poli-D,L-lactido-co-
glucdlido (PLGA), PLGA-fumarato de 6xido de etileno, succinato de PLGA-alfa-tocoferil esterificado a polietilenglicol
1000 (PLGA-TGPS), polianhidrido poli[1,6-bis(p-carboxifenoxi)hexano] (pCPH), poli(acido hidroxibutirico-acido
cohidroxivalérico) (PHB-PVA), copolimero de polietilenglicol-poli (acido lactico) (PEG-PLA), poli-e-caprolactona
(PCL), poli-alquil-ciano-acrilato (PAC), poli(etil)cianoacrilato (PEC), poliisobutil-cianoacrilato, poli-N-(2-hidroxipropil)
metacrilamida (poli (HPMA)), poli-B-R-hidroxi butirato (PHB), poli-B-R-hidroxialcanoato (PHA), poli-B-R-acido malico,
polimeros de fosfolipidos y colesterol, 2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina/polietilenglicol-
distearoilfosfatidiletanolamina (DOPC/PEG-DSPE)/colesterol, polisacaridos, celulosa, etilcelulosa, metilcelulosa,
alginatos, dextrano, y polimeros de hidrogel de dextrano, amilosa, inulina, pectina y goma guar, quitosano, quitina,
heparina, acido hialurénico, polirrotaxanos y poliseudorrotaxanos basados en ciclodextrina (CD), poliaspartatos,
poliglutamatos, polileucina, copolimeros de leucina-glutamato, succinato de polibutileno (PBS), gelatina, colagenos,
fibrinas, fibroina, poliortoésteres, copolimero de poliortoésteres-poliamidina, copolimeros de poliortoésteres-diamina,
poliortoésteres que incorporan acidos latentes, copolimero de poli (etilenglicol)/poli (butilentereftalato) y
combinaciones y copolimeros de los mismos. En un caso, el polimero es poli-e-caprolactona (PCL) o un derivado o
copolimero de la misma. En un caso, el polimero es PLGA o un derivado o copolimero del mismo. En un caso, el
polimero es etilcelulosa o un derivado o copolimero de la misma. En un caso, el polimero es un poliortoéster que
incorpora un acido latente.

En un caso, el nucleo de proteina micronizada de la mayoria de las microparticulas de la pluralidad de
microparticulas esta recubierto al menos al 50 % con polimero, lo que significa que no esta expuesto mas del 50 %
de la superficie del nucleo de proteina micronizada. En un caso, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el
80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 99 % o el 100 % de la superficie del nucleo de proteina
micronizada esta recubierta con polimero.

En un caso, la pluralidad de microparticulas, que varian en tamafo de aproximadamente dos micrémetros a
aproximadamente 70 micrometros, comprenden (a) un nucleo de proteina micronizada de aproximadamente dos
micrémetros a aproximadamente 30 micréometros, en donde la proteina es uno o mas de un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo, un receptor o fragmento soluble del mismo, un fragmento de receptor soluble de células T, un
fragmento de MHC soluble, una proteina de fusién del receptor Fc, una proteina de tipo Trap y una proteina VEGF-
Trap; y (b) una corteza polimérica, en donde el polimero es uno o mas de un polimero biocompatible, un polimero
biodegradable, un polimero bioerosionable, acido polilactico (PLA), acido poliglucélico (PGA), copolimero polilactico-
poliglucélico (PLGA), poli-D,L-lactido-co-glucdlido (PLGA), PLGA-fumarato de 6xido de etileno, succinato de PLGA-
alfa-tocoferil esterificado a polietilenglicol 1000 (PLGA-TGPS), poli-e-caprolactona (PCL), poli-alquil-ciano-acrilato
(polianhidrido poli[1,6-bis(p-carboxifenoxi)hexano] (pCPH), poli (acido hidroxibutirico-acido cohidroxivalérico) (PHB-
PVA), copolimero de polietilenglicol-poli(acido lactico) (PEG-PLA), poli(etil)cianoacrilato (PEC), poliisobutil-
cianoacrilato, poli-N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (poli(HPMA)), poli-B-R-hidroxi butirato (PHB), poli-B-R-
hidroxialcanoato (PHA), poli-B-R-acido malico, polimeros de fosfolipidos y colesterol, 2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina/polietilenglicol-distearoilfosfatidiletanolamina (DOPC/PEG-DSPE)/colesterol, polisacaridos, celulosa,
etilcelulosa, metilcelulosa, alginatos, dextrano, y polimeros de hidrogel de dextrano, amilosa, inulina, pectina y goma
guar, quitosano, quitina, heparina, acido hialurénico, polirrotaxanos y poliseudorrotaxanos basados en ciclodextrina
(CD), poliaspartatos, poliglutamatos, polileucina, copolimeros de leucina-glutamato, succinato de polibutileno (PBS),
gelatina, colagenos, fibrinas, fibroina, poliortoésteres, copolimero de poliortoésteres-poliamidina, copolimeros de
poliortoésteres-diamina, poliortoésteres que incorporan acidos latentes, copolimero de
poli(etilenglicol)/poli(butilentereftalato) y combinaciones y copolimeros de los mismos.

En un caso, la pluralidad de microparticulas, que varian en tamafio de aproximadamente dos micrometros a
aproximadamente 70 micrometros, con una mediana de tamafios de aproximadamente 15 micrometros a
aproximadamente 30 micrometros, comprenden (a) un nucleo de proteina micronizada de aproximadamente dos
micrometros a aproximadamente 30 micrémetros, con una mediana de tamafios de aproximadamente
10 micrometros a aproximadamente 12 micrémetros, en donde la proteina es una proteina VEGF-Trap; y (b) una
corteza polimérica, en donde el polimero es uno o mas de PLA, PCL, PLGA, etilcelulosa y poliortoéster, y
copolimeros o derivados de los mismos.

También se desvela un método de fabricacién de una microparticula, que comprende un nucleo proteico y una
corteza polimérica. En un caso, la microparticula fabricada tiene un diametro de aproximadamente dos micrémetros
a aproximadamente 70 micrémetros, o un diametro de mediana de aproximadamente 15 micrometros a
aproximadamente 30 micrémetros. En un caso, el método de fabricacién de la microparticula comprende (1) obtener
una particula proteica; (2) suspender la particula proteica en una solucién que comprende el polimero y un
disolvente; y (3) retirar el disolvente, en donde se forma una microparticula que comprende el nucleo proteico
recubierto con la corteza polimérica.

En un caso, la particula proteica de la etapa (1) es una particula proteica micronizada, que se obtiene secando por
pulverizacién una solucion que comprende la proteina. En algunos casos, la soluciéon proteica se seca por
pulverizacién mediante sometimiento a ultrasonidos de boquilla doble, sometimiento a ultrasonidos de boquilla
sencilla o electropulverizacién. En algunos casos, la particula proteica micronizada resultante, que forma el nucleo
de la microparticula fabricada, tiene un diametro de aproximadamente dos micrometros a aproximadamente
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30 micréometros, con una mediana del diametro de aproximadamente 10 micrometros a aproximadamente
12 micrometros.

En algunos casos, la proteina que forma el nucleo es una proteina de unién a antigeno. En algunos casos, la
proteina de unién a antigeno es uno cualquiera o mas de un anticuerpo (por ejemplo, IgG) o fragmento de
anticuerpo, un receptor o fragmento soluble del mismo, un fragmento de receptor soluble de células T, un fragmento
de MHC soluble, una proteina de fusion del receptor Fc, una proteina de tipo Trap y una proteina VEGF-Trap. En un
caso especifico, la proteina es un VEGF-Trap que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 1.

En un caso, el disolvente se retira en la etapa (3) creando una dispersion de la mezcla de proteina-polimero-
disolvente de la etapa (2) y permitiendo que el disolvente se evapore de las gotas creadas por la dispersion. En un
caso, la dispersion se crea mediante secado por pulverizacién, que puede realizarse mediante sometimiento a
ultrasonidos de boquilla doble, sometimiento a ultrasonidos de boquilla sencilla o electropulverizacién. En un caso, el
disolvente se retira de las gotas aplicando calor o aire o0 mediante extraccién quimica.

En un caso, el polimero es biodegradable, bioerosionable y/o biocompatible. En algunos casos, el polimero es uno
cualquiera o mas de acido polilactico (PLA), acido poliglucdlico (PGA), copolimero polilactico-poliglucélico (PLGA),
poli-D,L-lactido-co-glucdlido (PLGA), PLGA-fumarato de o&xido de etileno, succinato de PLGA-alfa-tocoferil
esterificado a polietilenglicol 1000 (PLGA-TGPS), polianhidrido poli[1,6-bis(p-carboxifenoxi)hexano] (pCPH),
poli(acido hidroxibutirico-acido cohidroxivalérico) (PHB-PVA), copolimero de polietilenglicol-poli (acido lactico) (PEG-
PLA), poli-e-caprolactona (PCL), poli-alquil-ciano-acrilato (PAC), poli(etil)cianoacrilato (PEC), poliisobutil
cianoacrilato,  poli-N-(2-hidroxipropil)metacrilamida  (poli(HPMA)), poli-B-R-hidroxibutirato  (PHB), poli-3-R-
hidroxialcanoato (PHA), poli-B-R-acido madlico, polimeros de fosfolipidos y colesterol, 2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina/polietilenglicol-distearoilfosfatidiletanolamina (DOPC/PEG-DSPE)/colesterol, polisacaridos, celulosa,
etilcelulosa, metilcelulosa, alginatos, dextrano, y polimeros de hidrogel de dextrano, amilosa, inulina, pectina y goma
guar, quitosano, quitina, heparina, acido hialurénico, polirrotaxanos y poliseudorrotaxanos basados en ciclodextrina
(CD), poliaspartatos, poliglutamatos, polileucina, copolimeros de leucina-glutamato, succinato de polibutileno (PBS),
gelatina, colagenos, fibrinas, fibroina, poliortoésteres, copolimero de poliortoésteres-poliamidina, copolimeros de
poliortoésteres-diamina, poliortoésteres que incorporan acidos latentes, copolimero de poli (etilenglicol)/poli
(butilentereftalato) y combinaciones y copolimeros de los mismos. En un caso, el polimero es poli-e-caprolactona
(PCL) o un derivado o copolimero de la misma. En un caso, el polimero es etilcelulosa o un derivado o copolimero
de la misma. En un caso, el polimero es poliortoéster, o un derivado del mismo, que contiene elementos labiles por
acidos. En otro caso, el polimero es PLA.

También se desvela un método para fabricar una microparticula que comprende las etapas de (1) formar una
particula proteica micronizada que tiene un diametro de aproximadamente dos micrémetros a aproximadamente
30 micrémetros, con una mediana del diametro de aproximadamente 10 micrometros a 12 micrometros, secando por
pulverizacién una solucién que contiene una proteina, en donde la proteina es una proteina de unién a antigeno. En
algunos casos, la proteina de union a antigeno es una cualquiera o mas de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo,
un receptor o fragmento soluble del mismo, un fragmento del receptor de linfocitos T soluble, un fragmento del MHC
soluble, una proteina de fusidon de receptor-Fc, una proteina de tipo Trap y una proteina VEGF-Trap (por ejemplo,
una que tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 1); (2) suspender la particula proteica micronizada en una solucion que
comprende el polimero y un disolvente, en donde el polimero es uno cualquiera o mas de un polimero
biodegradable, un polimero bioerosionable, un polimero biocompatible, acido polilactico (PLA), acido poliglucdlico
(PGA), copolimero polilactico-poliglucodlico (PLGA), poli-D,L-lactido-co-glucélido (PLGA), PLGA-fumarato de éxido de
etileno, succinato de PLGA-alfa-tocoferil esterificado a polietilenglicol 1000 (PLGA-TGPS), polianhidrido poli[1,6-
bis(p-carboxifenoxi)hexano] (pCPH), poli(acido hidroxibutirico-acido cohidroxivalérico) (PHB-PVA), copolimero de
polietilenglicol-poli  (acido lactico) (PEG-PLA), poli-e-caprolactona (PCL), poli-alquil-ciano-acrilato (PAC),
poli(etil)cianoacrilato (PEC), poliisobutil cianoacrilato, poli-N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (poli(HPMA)), poli-B-R-
hidroxi butirato (PHB), poli-B-R-hidroxi alcanoato (PHA), poli-B-R-acido malico, polimeros de fosfolipidos y colesterol,
2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina/polietilenglicol-distearoilfosfatidiletanolamina (DOPC/PEG-DSPE)/colesterol,
polisacaridos, celulosa, etilcelulosa, metilcelulosa, alginatos, dextrano y polimeros de hidrogel de dextrano, amilosa,
inulina, pectina y goma guar, quitosano, quitina, heparina, acido hialurénico, polirrotaxanos y poliseudorrotaxanos
basados en ciclodextrina (CD), poliaspartatos, poliglutamatos, polileucina, copolimeros de leucina-glutamato,
succinato de polibutileno (PBS), gelatina, colagenos, fibrinas, fibroina, poliortoésteres, copolimero de poliortoésteres-
poliamidina, copolimeros de poliortoésteres-diamina, poliortoésteres que incorporan acidos latentes, copolimero de
poli(etilenglicol)/poli(butilentereftalato) y combinaciones y copolimeros de los mismos; y (3) retirar el disolvente
mediante secado por pulverizacion de suspension de particula proteica micronizada-polimero-disolvente y retirar el
disolvente aplicando calor o aire, o extrayendo el disolvente, en donde se forma una microparticula que tiene un
diametro de aproximadamente dos micrometros a aproximadamente 70 micrometros, con una mediana de diametro
de aproximadamente 15 micrémetros a aproximadamente 30 micrometros, y que comprende un nucleo proteico y
una corteza polimérica.

En algunos casos, el secado por pulverizacion de la etapa (1) o la etapa (3) se realiza mediante sometimiento a
ultrasonidos de boquilla doble, sometimiento a ultrasonidos de boquilla sencilla o electropulverizacion.
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En un caso, el método de fabricacion de la microparticula comprende las etapas de (1) formar una particula de
VRGF-Trap micronizada que tiene un diametro de aproximadamente 10 micrémetros a 12 micrémetros secando por
pulverizacién una solucion que contiene una proteina VEGF-Trap; (2) suspender la particula de VEGF-Trap
micronizada en una solucién que comprende poliortoéster que incorpora un &cido latente y un disolvente compatible,
o etilcelulosa y un disolvente compatible y (3) retirar el disolvente mediante (a) secado por pulverizacion de la
suspensién de particula de VEGF-Trap micronizada-poliortoéster-acido latente-disolvente o la suspension de
particula de VEGF-Trap micronizada-etilcelulosa-disolvente y (b) retirar el disolvente aplicando calor o aire, o
extrayendo el disolvente, en donde se forma una microparticula que tiene un diametro de aproximadamente
15 micrometros a aproximadamente 30 micrometros y que comprende un nucleo de VEGF-Trap y una corteza
polimérica de poliortoéster y copolimeros o derivados de los mismos.

En un aspecto, la invencién proporciona una formulacién de liberacién prolongada de una proteina terapéutica para
la liberacién o administracion de un nivel constante de la proteina terapéutica a lo largo del tiempo. En particular, la
presente invencion proporciona una formulacion farmacéutica de liberacion prolongada para su uso en el vitreo para
el tratamiento de trastornos oculares vasculares, comprendiendo la composicién farmacéutica microparticulas que
tienen un diametro de 2 micrémetros a 70 micrometros, teniendo las microparticulas un nucleo de particula proteica
en una corteza polimérica, conteniendo la particula proteica menos del 3 % de agua en peso, en donde las
microparticulas liberan la proteina en un ambiente acuoso fisiologico a aproximadamente 37 °C a una velocidad de
aproximadamente 0,01 mg/semana a aproximadamente 0,30 mg/semana durante al menos 60 dias. La formulacion
de liberacién prolongada comprende una pluralidad de microparticulas, que varian en tamano de aproximadamente
dos micrometros a aproximadamente 70 micrometros, cada una de las cuales puede comprender un nucleo de
proteina micronizada de aproximadamente dos micrometros a aproximadamente 30 micrometros y una corteza de
polimero.

En una realizacién, la proteina terapéutica es una proteina de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a antigeno es uno o mas de un anticuerpo (por ejemplo, IgG) o fragmento de anticuerpo, un
receptor o fragmento soluble del mismo, un fragmento de receptor soluble de células T, un fragmento de MHC
soluble, una proteina de fusion del receptor Fc, una proteina de tipo Trap y una proteina VEGF-Trap (por ejemplo,
una de las cuales tiene una estructura primaria de la SEQ ID NO: 1). En una realizacién, la proteina terapéutica
comprende un dominio Fc. En una realizacion, la proteina es un anticuerpo. En otra realizacién, la proteina es una
IgG. En otra realizacion, la proteina terapéutica es una proteina de fusion del receptor Fc. En otra realizacion, la
proteina terapéutica es una proteina de tipo Trap, que comprende un fragmento de receptor afin y un dominio Fc. En
una realizacion particular, la proteina terapéutica es una proteina VEGF-Trap. En otra realizacién mas, la VEGF-
Trap comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 1.

En una realizacion, la corteza polimérica comprende un polimero biocompatible. En una realizacién, la corteza
polimérica comprende un polimero bioerosionable. En una realizacion, la corteza polimérica comprende un polimero
biodegradable. En algunas realizaciones, la corteza polimérica comprende un polimero seleccionado del grupo que
consiste en acido polilactico (PLA), &cido poliglucdlico (PGA), copolimero polilactico-poliglucdlico (PLGA), poli-D,L-
lactido-co-glucdlido (PLGA), PLGA-fumarato de 6xido de etileno, succinato de PLGA-alfa-tocoferil esterificado a
polietilenglicol 1000 (PLGA-TGPS), polianhidrido poli[1,6-bis(p-carboxifenoxi)hexano] (pCPH), poli (acido
hidroxibutirico-acido cohidroxivalérico) (PHB-PVA), copolimero de polietilenglicol-poli (acido lactico) (PEG-PLA), poli-
g-caprolactona (PCL), poli-alquil-ciano-acrilato (PAC), poli(etil)cianoacrilato (PEC), poliisobutil-cianoacrilato, poli-N-
(2-hidroxipropil)metacrilamida (poli(HPMA)), poli-B-R-hidroxi butirato (PHB), poli-B-R-hidroxi alcanoato (PHA), poli-B-
R-acido malico, polimeros de fosfolipidos y colesterol, 2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina/polietilenglicol-
distearoilfosfatidiletanolamina (DOPC/PEG-DSPE)/colesterol, polisacaridos, celulosa, etilcelulosa, metilcelulosa,
alginatos, dextrano y polimeros de hidrogel de dextrano, amilosa, inulina, pectina y goma guar, quitosano, quitina,
heparina, acido hialurénico, polirrotaxanos y poliseudorrotaxanos basados en ciclodextrina (CD), poliaspartatos,
poliglutamatos, polileucina, copolimeros de leucina-glutamato, succinato de polibutileno (PBS), gelatina, colagenos,
fibrinas, fibroina, poliortoésteres, copolimero de poliortoéster-poliamidina, copolimeros de poliortoéster-diamina,
poliortoésteres que incorporan acidos latentes, copolimero de poli(etilenglicol)/poli(butilentereftalato) y
combinaciones y copolimeros de los mismos. En una realizacion, el polimero es poli-e-caprolactona (PCL) o un
derivado o copolimero de la misma. En una realizacién, la corteza polimérica comprende un PLGA. En una
realizacion, la corteza polimérica comprende una etilcelulosa. En una realizacion, la corteza polimérica comprende
uno cualquiera o mas de PLA, PLGA, etilcelulosa y poliortoéster y copolimeros o derivados de los mismos.

En una realizacion, la pluralidad de microparticulas comprende una coleccién de microparticulas que tienen un
intervalo de espesores de la corteza polimérica, de tal manera que las microparticulas individuales de la coleccién de
microparticulas se degradan a una velocidad diferente, lo que permite una velocidad uniforme de liberacién de la
proteina terapéutica.

En una realizacion, la pluralidad de microparticulas comprende una mezcla de particulas de proteina micronizada no
recubiertas y microparticulas que tienen un intervalo de espesores de la corteza polimérica, lo que permite la
liberacion de proteinas terapéuticas a intervalos periédicos basados en el espesor de la corteza.
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En una realizacion, la pluralidad de microparticulas comprende una mezcla de microparticulas que tienen cortezas
poliméricas de niveles variables de hidrofobicidad para controlar el momento o la duracién de la degradacion y la
posterior liberacion. En una realizacion, las microparticulas comprenden cada una una capa interna de polimero y
una capa externa de polimero, en donde la capa externa de polimero limita la hidratacion de la capa interna de
polimero para controlar la liberacion de la proteina terapéutica.

La proteina terapéutica se libera de la pluralidad de microparticulas a una velocidad de aproximadamente
0,01 mg/semana a aproximadamente 0,30 mg/semana durante un periodo de al menos 60 dias, cuando las
microparticulas estan en un entorno acuoso. En una realizacion, el entorno acuoso es tampon in vitro. En una
realizacion, el entorno acuoso es in vivo. En una realizacion, el entorno acuoso es ex vivo. En una realizacion, el
ambiente acuoso es un humor vitreo.

En una realizacion, la formulacién de liberacién prolongada comprende una pluralidad de microparticulas, que varian
en tamafo de aproximadamente dos micrémetros a aproximadamente 70 micrometros y que comprenden (a) un
nicleo de proteina terapéutica micronizada de aproximadamente dos micrometros a aproximadamente
30 micrémetros, en donde la proteina terapéutica es una proteina de union a antigeno, que en algunos casos puede
ser uno 0 mas de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un receptor o fragmento soluble del mismo, un
fragmento de receptor soluble de células T, un fragmento de MHC soluble, una proteina de fusién del receptor Fc,
una proteina de tipo Trap y una proteina VEGF-Trap; y (b) una corteza polimérica de un intervalo de espesores, en
donde el polimero es uno o mas de un polimero biocompatible, un polimero biodegradable, un polimero
bioerosionable, acido polilactico (PLA), acido poliglucdlico (PGA), copolimero polilactico-poliglucélico (PLGA), poli-
D,L-lactido-co-glucdlido (PLGA), PLGA-fumarato de 6xido de etileno, succinato de PLGA-alfa-tocoferil esterificado a
polietilenglicol 1000 (PLGA-TGPS), polianhidrido poli[1,6-bis(p-carboxifenoxi)hexano] (pCPH), poli (acido
hidroxibutirico-acido cohidroxivalérico) (PHB-PVA), copolimero de polietilenglicol-poli (acido lactico) (PEG-PLA), poli-
g-caprolactona (PCL), poli-alquil-ciano-acrilato (PAC), poli(etil)cianoacrilato (PEC), poliisobutil-cianoacrilato, poli-N-
(2-hidroxipropil)metacrilamida (poli(HPMA)), poli-B-R-hidroxi butirato (PHB), poli-B-R-hidroxi alcanoato (PHA), poli-B-
R-acido malico, polimeros de fosfolipidos y colesterol, 2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina/polietilenglicol-
distearoilfosfatidiletanolamina (DOPC/PEG-DSPE)/colesterol, polisacaridos, celulosa, etilcelulosa, metilcelulosa,
alginatos, dextrano y polimeros de hidrogel de dextrano, amilosa, inulina, pectina y goma guar, quitosano, quitina,
heparina, acido hialurénico, polirrotaxanos y poliseudorrotaxanos basados en ciclodextrina (CD), poliaspartatos,
poliglutamatos, polileucina, copolimeros de leucina-glutamato, succinato de polibutileno (PBS), gelatina, colagenos,
fibrinas, fibroina, poliortoésteres, copolimero de poliortoéster-poliamidina, copolimeros de poliortoéster-diamina,
poliortoésteres que incorporan acidos latentes, copolimero de poli(etilenglicol)/poli(butilentereftalato) y
combinaciones y copolimeros de los mismos, en donde las microparticulas liberan o suministran un nivel estable de
la proteina terapéutica a una velocidad de aproximadamente 0,01 mg/semana a aproximadamente 0,30 mg/semana
durante al menos 60 dias.

En una realizacion, la formulacién de liberacién prolongada comprende una pluralidad de microparticulas, que varian
en tamafio de aproximadamente dos micrometros a aproximadamente 70 micrémetros, con una mediana de
tamafios de aproximadamente 15 micrometros a aproximadamente 30 micrometros, y que comprenden (a) un nucleo
de proteina micronizada de aproximadamente dos micrometros a aproximadamente 30 micrémetros, con una
mediana de tamafos de aproximadamente 10 micrometros a aproximadamente 12 micrometros, en donde la
proteina es una proteina VEGF-Trap; y (b) una corteza polimérica de un intervalo de espesores, en donde el
polimero es uno cualquiera o0 mas de PLGA, etilcelulosa y poliortoéster y copolimeros o derivados de los mismos, de
tal manera que en un ambiente acuoso las microparticulas liberan o suministran un nivel estable de VEGF-Trap a
una velocidad de aproximadamente 0,06 + 0,02 mg/semana durante al menos 60 dias.

También se desvela un método para modular la liberaciéon de una proteina. En un caso, el método comprende la
etapa de preparar una pluralidad de microparticulas como se describe en el aspecto anterior, seguido de la etapa de
poner las microparticulas en un disolvente. El disolvente en algunas realizaciones es acuoso. El disolvente puede
ser in vitro, como en una solucidon tamponada con fosfato. El disolvente puede ser in vivo, como por ejemplo, humor
vitreo.

Dibujos

La Figura 1 representa la cantidad relativa (% de volumen) de particulas de proteinas sin una corteza polimérica
de un didametro determinado (DCE (um)) en una poblacion de particulas de proteinas fabricadas a partir de
50 mg/ml de proteina VEGF-Trap, 25 mg/ml de proteina VEGF-Trap y 25 mg/ml de proteina VEGF-Trap mas el
0,1 % de polisorbato 80.

La Figura 2 representa la cantidad relativa (% de volumen determinado por MFI) de microparticulas de un
diametro determinado (DCE (pm)) en una poblacién de microparticulas fabricadas a partir de 50 mg/ml de
proteina VEGF-Trap mas 50 mg/ml de POE, 250 mg/ml de POE y 50 mg/ml de EC.

La Figura 3 representa la cantidad de proteina VEGF-Trap en miligramos liberados de microparticulas fabricadas
a partir de 50 mg/ml de POE, 250 mg/ml de POE o 50 mg/ml de EC durante aproximadamente 60 dias.
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Descripcion detallada

La microparticula y la particula de nucleo de proteina de la presente invenciéon tienen una forma mas o menos
esférica. Algunas microparticulas y nucleos de proteinas se acercaran a la esfericidad, mientras que otras tendran
una forma mas irregular. Por lo tanto, como se usa en el presente documento, el término "diametro" significa cada
uno de los siguientes: (a) el diametro de una esfera que circunscribe la microparticula o el nucleo de la proteina, (b)
el diametro de la esfera mas grande que se ajusta dentro de los limites de la microparticula o el nucleo de la
proteina, (c) cualquier medida entre la esfera circunscrita de (a) y la esfera confinada de (b), incluyendo la media
entre las dos, (d) la longitud del eje mas largo de la microparticula o el nucleo de la proteina, (e) la longitud del eje
mas corto de la microparticula o el nucleo de la proteina, (f) cualquier medida entre la longitud del eje largo (d) y la
longitud del eje corto (e), incluyendo la media entre los dos y/o (g) el diametro circular equivalente ("DCE"), segun lo
determinado por imagenes de micro flujo (MFI), analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA) o métodos de
oscurecimiento de la luz como la dispersion dinamica de la luz (DLS). Véase, en general, Sharma et al., Micro-flow
imaging: flow microscopy applied to subvisible particulate analysis in protein formulations, AAPS J. Sep de 2010;
12(3): 455-64. El diametro generalmente se expresa en micrometros (um o micras). El didmetro puede determinarse
por medicion optica.

"Particula de proteina micronizada" o "particula de proteina" significa una particula que contiene multiples moléculas
de proteina con cantidades bajas, muy bajas o cercanas a cero de agua (por ejemplo, <3 % de agua en peso). Como
se usa en el presente documento, la particula de proteina micronizada generalmente es de forma esférica y tiene un
DCE que varia de 2 micrometros a aproximadamente 35 micrometros. La particula de proteina micronizada no esta
limitada a ninguna entidad proteica particular y es adecuada para la preparaciéon y administracién de una proteina
terapéutica. Las proteinas terapéuticas comunes incluyen, entre otras, proteinas de unién a antigeno, tales como por
ejemplo, fragmentos de receptor solubles, anticuerpos (incluyendo las IgG) y derivados o fragmentos de anticuerpos,
otras proteinas que contienen Fc, incluyendo proteinas de fusién de Fc y proteinas de fusion del receptor Fc,
incluyendo las proteinas de tipo Trap (Huang, C., Curr. Opin. Biotechnol 20: 692-99 (2009)) tales como por ejemplo
VEGF-Trap.

La particula de proteina micronizada de la invencion puede producirse mediante cualquier método conocido en la
técnica para producir particulas de proteina de tamafio micrométrico. Por ejemplo, la particula de proteina puede
prepararse, entre otros, mediante secado por pulverizacion (mas abajo), liofilizacion, molienda por chorro,
cristalizacion por gota colgante (Ruth et al., Acta Crystallographica D56: 524-28 (2000)), precipitacién gradual
(documento US 7.998.477 (2011)), liofilizacion de una mezcla acuosa de proteina-PEG (polietilenglicol) (Morita et al.,
Pharma. Res. 17: 1367-73 (2000)), precipitacion de fluido supercritico (documento US 6.063.910 (2000)) o la
formacién de particulas inducidas por didéxido de carbono a alta presidon (Bustami et al., Pharma. Res. 17: 1360-66
(2000)).

Como se usa en el presente documento, el término "proteina" se refiere a una molécula que comprende dos o mas
restos de aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos. Los péptidos, polipéptidos y proteinas también
incluyen modificaciones que incluyen, pero no se limitan a, glucosilacién, unién de lipidos, sulfatacion, gamma-
carboxilacion de restos de acido glutamico, hidroxilacién y ADP-ribosilacion. Los polipéptidos pueden ser de interés
cientifico o comercial, incluyendo los farmacos basados en proteinas. Los polipéptidos incluyen, entre otras cosas,
anticuerpos y proteinas quiméricas o de fusion. Los polipéptidos se producen mediante lineas celulares animales
recombinantes usando métodos de cultivo celular.

Un "anticuerpo” pretende referirse a moléculas de inmunoglobulina que consisten en cuatro cadenas de polipéptidos,
dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada
tiene una region variable de cadena pesada (HCVR o VH) y una region constante de cadena pesada. La region
constante de la cadena pesada contiene tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera tiene una region
variable de cadena ligera y una region constante de cadena ligera. La regién constante de la cadena ligera consiste
en un dominio (CL). Las regiones VH y VL pueden subdividirse en regiones de hipervariabilidad, denominadas
regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas,
denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL esta compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el
extremo amino al extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. EIl término
"anticuerpo” incluye la referencia tanto a inmunoglobulinas glucosiladas como no glucosiladas de cualquier isotipo o
subclase. El término "anticuerpo"” incluye, pero no se limita a, aquellos que se preparan, se expresan, se crean o se
aislan por medios recombinantes, tales como anticuerpos aislados de una célula huésped transfectada para
expresar el anticuerpo. Una IgG comprende un subconjunto de anticuerpos.

Las "proteinas de fusiéon Fc" comprenden parte o la totalidad de dos o mas proteinas, una de las cuales es una
porcién Fc de una molécula de inmunoglobulina, que no estan fusionadas en su estado natural. La preparacion de
proteinas de fusidbn que comprenden ciertos polipéptidos heterdlogos fusionados a diversas porciones de
polipéptidos derivados de anticuerpos (incluyendo el dominio Fc) se ha descrito, por ejemplo, por Ashkenazi et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci USA 88: 10535, 1991; Byrn et al., Nature 344: 677, 1990; y Hollenbaugh et al., "Construction of
Immunoglobulin Fusion Proteins", en Current Protocols in Immunology, Supl. 4, paginas 10.19.1-10.19.11, 1992. Las
"proteinas de fusion del receptor Fc" comprenden uno o mas de uno o mas dominio o dominios extracelulares de un
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receptor acoplado a un resto Fc, que en algunas realizaciones comprende una region bisagra seguida de un dominio
CH2 y CH3 de una inmunoglobulina. En algunas realizaciones, la proteina de fusién Fc contiene dos 0 mas cadenas
receptoras distintas que se unen a uno o mas ligando o ligandos. Por ejemplo, una proteina de fusién Fc es una
trampa, como por ejemplo una IL-1 Trap (por ejemplo, Rilonacept, que contiene la regién de union al ligando IL-
1RACP fusionada a la regidn extracelular IL-1R1 fusionada a Fc de higG1; véase Pat. de EE.UU. n.° 6.927.004) o un
VEGF-Trap (por ejemplo, Aflibercept, que contiene el dominio 2 de Ig del receptor de VEGF Flt1 fusionado al
dominio 3 de Ig del receptor de VEGF Flk1 fusionado a Fc de hlgG1; por ejemplo, SEQ ID NO: 1; véanse las Pat. de
EE.UU. 7.087.411y 7.279.159).

Como se usa en el presente documento, el término "polimero" se refiere a una macromolécula que comprende
monomeros repetidos conectados por enlaces quimicos covalentes. Los polimeros usados en la practica de esta
invencién son biocompatibles y biodegradables. Un polimero biocompatible y biodegradable puede ser natural o
sintético. Los polimeros naturales incluyen polinucleétidos, polipéptidos, tales como proteinas de origen natural,
proteinas recombinantes, gelatina, colagenos, fibrinas, fibroina, poliaspartatos, poliglutamatos, polileucina,
copolimeros de leucina-glutamato; y polisacaridos, tales como alginatos de celulosa, dextrano y polimeros de
hidrogel de dextrano, amilosa, inulina, pectina y goma guar, quitosano, quitina, heparina y acido hialurénico. Los
polimeros sintéticos biocompatibles o biodegradables incluyen acido polilactico (PLA), acido poliglucdlico (PGA),
copolimero polilactico-poliglucdlico (PLGA), poli-D,L-lactido-co-glucdlido (PLGA), PLGA-fumarato de oxido de
etileno, PLGA-alfa-tocoferil succinato esterificado a polietilenglicol 1000 (PLGA-TGPS), polianhidrido poli[1,6-bis(p-
carboxifenoxi)hexano] (pCPH), poli (acido hidroxibutirico-acido cohidroxivalérico) (PHB-PVA), copolimero de
polietilenglicol-poli  (acido lactico) (PEG-PLA), poli-e-caprolactona (PCL), poli-alquil-ciano-acrilato (PAC),
poli(etil)cianoacrilato (PEC), poliisobutil-cianoacrilato, poli-N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (poli(HPMA)), poli-B-R-
hidroxi butirato (PHB), poli-B-R-hidroxi alcanoato (PHA), poli-B-R-acido malico, polimeros de fosfolipidos y colesterol,
2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina/polietilenglicol-distearoilfosfatidiletanolamina (DOPC/PEG-DSPE)/colesterol,
etilcelulosa, polirrotaxanos y poliseudorrotaxanos basados en ciclodextrina (CD), succinato de polibutileno (PBS),
copolimero de poliortoésteres-poliamidina, copolimeros de poliortoésteres-diamina, poliortoésteres que incorporan
acidos latentes para controlar las tasas de degradacion, vy, entre otros, copolimeros de
poli(etilenglicol)/poli(butilentereftalato).

La etilcelulosa (EC) es un biomaterial bien conocido y faciimente disponible usado en las ciencias farmacéuticas y
alimentarias. Es un derivado de celulosa en donde algunos de los grupos hidroxilo de glucosa se reemplazan por
éter etilico. Véase Martinac et al., J. Microencapsulation, 22 (5): 549-561 (2005) y las referencias alli citadas, que
describen métodos para el uso de etilcelulosa como polimeros biocompatibles en la fabricacion de microesferas.
Véase también el documento US 4.210.529 (1980) y las referencias alli citadas para una descripcion detallada de la
etilcelulosa y los métodos para producir derivados de etilcelulosa.

El poli-D,L-lactido-co-glucolido (PLGA) también es un polimero biocompatible y biodegradable aprobado por la
Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) conocido en la ingenieria de tejidos y
sistemas de administracion farmacéutica. EI PLGA es un poliéster que comprende &cido glucélico y monémeros de
acido lactico. Para una descripcion de la sintesis de PLGA y la fabricacion de nanoparticulas de PLGA, véase Astete
y Sabliov, Biomater. Sci. Polym. Ed., 17 (3): 247-89 (2006) y las referencias alli citadas.

La poli-e-caprolactona (PCL) es otro polimero biocompatible y biodegradable aprobado por la FDA para su uso en
seres humanos como dispositivo de administracion de farmacos. La PCL es un poliéster de e-caprolactona, que se
hidroliza rapidamente en el cuerpo para formar un &cido hidroxicarboxilico no téxico o de baja toxicidad. Para
obtener una descripcion de la fabricacion de PCL, véase Labet y Thielemans, Chemical Society Reviews 38: 3484-
3504 (2009) y las referencias alli citadas. Para obtener una descripcion de la fabricacion y el uso de microesferas y
nanoesferas basadas en PCL como sistemas de administracion, véase Sinha et al., Int. J. Pharm., 278(1): 1-23
(2004) y las referencias alli citadas.

El poliortoéster (POE) es un polimero bioerosionable disefiado para la administracion de farmacos. Generalmente es
un polimero de un acetal de ceteno, preferentemente un acetal de diceteno ciclico, tal como, por ejemplo, 3,9-
dimetilen-2,4,8,10-tetraoxa espiro[5,5]-undecano, que se polimeriza mediante condensacion de glicol para formar los
enlaces ortoéster. Se puede encontrar una descripcion de la sintesis de poliortoésteres y varios tipos, por ejemplo,
en el documento US 4.304.767. Los poliortoésteres pueden modificarse para controlar su perfil de liberacion del
farmaco y las tasas de degradacion sustituyendo varios dioles y polioles hidréfobos, tales como por ejemplo,
reemplazando un hexanotriol con un decanotriol; ademas de afiadir acidos latentes, tales como, por ejemplo, acido
octanodioico o similares, a la cadena principal para aumentar la sensibilidad al pH. Otras modificaciones al
poliortoéster incluyen la integracion de una amina para aumentar la funcionalidad. La formacién, descripcion y uso
de poliortoésteres se describen en los documentos US 5.968.543; US 4.764.364; Heller y Barr, Biomacromolecules,
5(5): 1625-32 (2004); y Heller, Adv. Drug. Deliv. Rev., 57: 2053-62 (2005).

Como se usa en el presente documento, la frase "secado por pulverizacién" significa un método para producir un
polvo seco que comprende particulas de un tamafio micrométrico a partir de una suspension usando un secador por
pulverizacién. Los secadores por pulverizacion emplean un atomizador o una boquilla de pulverizacion para
dispersar la suspension en una pulverizacion de tamafio de gota controlado. Pueden generarse tamarfios de gota de
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10 a 500 ym mediante secado por pulverizacion. A medida que se seca el disolvente (agua o disolvente organico), la
sustancia proteica se seca en una particula de un tamafio de micrometros, formando una sustancia en forma de
polvo; o en el caso de una suspension de proteina-polimero, durante el secado, la cubierta endurecida con polimero
en torno a la carga de proteina.

Las microparticulas de la invencion comprenden un nucleo de proteina rodeado por una corteza o recubrimiento de
polimero. Brevemente, se forma una particula de proteina micronizada, que a continuacién se dispersa en una
solucion de polimero (polimero disuelto en disolvente) para formar una suspension de proteina-polimero. La
suspension de proteina-polimero se dispersa a continuacion en gotas micronizadas (atomizadas) y el disolvente se
elimina para formar la microparticula.

En una realizacion, la particula de proteina micronizada se forma preparando una solucién de la proteina y a
continuacion sometiendo esa solucion de proteina a dispersion y calor para formar un polvo seco que comprende la
proteina. Un método para formar las particulas de proteina micronizadas es mediante secado por pulverizacion. En
una realizacion, la proteina es una proteina terapéutica que esta formulada para incluir tampones, estabilizadores y
otros excipientes farmacéuticamente aceptables para preparar una formulacion farmacéutica de la proteina
terapéutica. Las formulaciones farmacéuticas ilustrativas se describen en los documentos US 7.365.165, US
7.572.893, US 7.608.261, US 7.655.758, US 7.807.164, US 2010-0279933, US 2011-0171241 y PCT/US11/54856.

La cantidad de proteina terapéutica contenida dentro de las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion
puede variar dependiendo de las propiedades especificas deseadas de las formulaciones, asi como de las
circunstancias particulares y los fines para los cuales se pretende usar las formulaciones. En ciertas realizaciones,
las formulaciones farmacéuticas pueden contener de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 500 mg/ml de
proteina; de aproximadamente 5 mg/ml a aproximadamente 400 mg/ml de proteina; de aproximadamente 5 mg/ml a
aproximadamente 200 mg/ml de proteina; de aproximadamente 25 mg/ml a aproximadamente 180 mg/ml de
proteina; de aproximadamente 25 mg/ml a aproximadamente 150 mg/ml de proteina; o de aproximadamente
50 mg/ml a aproximadamente 180 mg/ml de proteina. Por ejemplo, las formulaciones de la presente invencion
pueden comprender aproximadamente 1 mg/ml; aproximadamente 2 mg/ml; aproximadamente 5 mg/ml;
aproximadamente 10 mg/ml; aproximadamente 15 mg/ml; aproximadamente 20 mg/ml; aproximadamente 25 mg/ml;
aproximadamente 30 mg/ml; aproximadamente 35 mg/ml; aproximadamente 40 mg/ml; aproximadamente 45 mg/ml;
aproximadamente 50 mg/ml; aproximadamente 55 mg/ml; aproximadamente 60 mg/ml; aproximadamente 65 mg/ml;
aproximadamente 70 mg/ml; aproximadamente 75 mg/ml; aproximadamente 80 mg/ml; aproximadamente 85 mg/ml;
aproximadamente 86 mg/ml; aproximadamente 87 mg/ml; aproximadamente 88 mg/ml; aproximadamente 89 mg/ml;
aproximadamente 90 mg/ml; aproximadamente 95 mg/ml; aproximadamente 100 mg/ml; aproximadamente
105 mg/ml; aproximadamente 110 mg/ml; aproximadamente 115 mg/ml; aproximadamente 120 mg/ml;
aproximadamente 125 mg/ml; aproximadamente 130 mg/ml; aproximadamente 131 mg/ml; aproximadamente
132 mg/ml; aproximadamente 133 mg/ml; aproximadamente 134 mg/ml; aproximadamente 135 mg/mi;
aproximadamente 140 mg/ml; aproximadamente 145 mg/ml; aproximadamente 150 mg/ml; aproximadamente
155 mg/ml;  aproximadamente 160 mg/ml; aproximadamente 165 mg/ml; aproximadamente 170 mg/ml;
aproximadamente 175 mg/ml; aproximadamente 180 mg/ml; aproximadamente 185 mg/ml; aproximadamente
190 mg/ml; aproximadamente 195 mg/ml; aproximadamente 200 mg/ml; aproximadamente 205 mg/ml;
aproximadamente 210 mg/ml; aproximadamente 215 mg/ml; aproximadamente 220 mg/ml; aproximadamente
225 mg/ml;  aproximadamente 230 mg/ml; aproximadamente 235 mg/ml; aproximadamente 240 mg/ml;
aproximadamente 245 mg/ml; aproximadamente 250 mg/ml; aproximadamente 255 mg/ml; aproximadamente
260 mg/ml; aproximadamente 265 mg/ml; aproximadamente 270 mg/ml; aproximadamente 275 mg/ml;
aproximadamente 280 mg/ml; aproximadamente 285 mg/ml; aproximadamente 200 mg/ml; aproximadamente
200 mg/ml; o aproximadamente 300 mg/ml de proteina terapéutica.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencidn comprenden uno o mas excipientes. El término
"excipiente”, como se usa en el presente documento, significa cualquier agente no terapéutico afiadido a la
formulacion para proporcionar una consistencia, viscosidad o efecto estabilizador deseados.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencidon también pueden comprender uno o mas carbohidratos.
Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden uno o mas azulcares. El azlcar puede ser un
azucar reductor o un azucar no reductor. Los "azucares reductores" incluyen, por ejemplo, azicares con un grupo
cetona o aldehido y contienen un grupo hemiacetal reactivo, que permite que el aztcar actie como agente reductor.
Los ejemplos especificos de azucares reductores incluyen fructosa, glucosa, gliceraldehido, lactosa, arabinosa,
manosa, xilosa, ribosa, ramnosa, galactosa y maltosa. Los azucares no reductores pueden comprender un carbono
anomérico que es un acetal y no es sustancialmente reactivo con aminoacidos o polipéptidos para iniciar una
reaccion de Maillard. Los ejemplos especificos de azlUcares no reductores incluyen sacarosa, trehalosa, sorbosa,
sucralosa, melezitosa y rafinosa. Los acidos de azucar incluyen, por ejemplo, acidos sacaricos, gluconato y otros
azucares polihidroxilados y sales de los mismos.

La cantidad de azucar contenida dentro de las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion variara

dependiendo de las circunstancias especificas y los fines previstos para los que se usan las formulaciones. En
ciertas realizaciones, las formulaciones pueden contener de aproximadamente el 0,1 % a aproximadamente el 20 %
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de azucar; de aproximadamente el 0,5 % a aproximadamente el 20 % de azulcar; de aproximadamente el 1% a
aproximadamente el 20 % de azucar; de aproximadamente el 2 % a aproximadamente el 15 % de azucar; de
aproximadamente el 3 % a aproximadamente el 10 % de azucar; de aproximadamente el 4 % a aproximadamente el
10 % de azucar; o de aproximadamente el 5% a aproximadamente el 10 % de azucar. Por ejemplo, las
formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden comprender aproximadamente el 0,5 %;
aproximadamente el 1,0 %; aproximadamente el 1,5 %; aproximadamente el 2,0 %; aproximadamente el 2,5 %;
aproximadamente el 3,0 %; aproximadamente el 3,5 %; aproximadamente el 4,0 %; aproximadamente el 4,5 %;
aproximadamente el 5,0 %; aproximadamente el 5,5 %; aproximadamente el 6,0 %; el 6,5 %; aproximadamente el
7,0 %; aproximadamente el 7,5 %; aproximadamente el 8,0 %; aproximadamente el 8,5 %); aproximadamente el
9,0 %; aproximadamente el 9,5 %; aproximadamente el 10,0 %; aproximadamente el 10,5 %; aproximadamente el
11,0 %; aproximadamente el 11,5 %; aproximadamente el 12,0 %; aproximadamente el 12,5 %; aproximadamente el
13,0 %; aproximadamente el 13,5 %; aproximadamente el 14,0 %; aproximadamente el 14,5 %; aproximadamente el
15,0 %; aproximadamente el 15,5 %; aproximadamente el 16,0 %; el 16,5 %; aproximadamente el 17,0 %;
aproximadamente el 17,5 %; aproximadamente el 18,0 %; aproximadamente el 18,5 %; aproximadamente el 19,0 %;
aproximadamente el 19,5 %; o aproximadamente el 20,0 % de azucar (por ejemplo, sacarosa).

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden comprender uno o mas tensioactivos.
Como se usa en el presente documento, el término "tensioactivo" significa una sustancia que reduce la tension
superficial de un fluido en donde se disuelve y/o reduce la tension interfacial entre el aceite y el agua. Los
tensioactivos pueden ser idnicos o no ionicos. Los tensioactivos no idnicos ilustrativos que pueden incluirse en las
formulaciones de la presente invencion incluyen, por ejemplo, alquil poli(éxido de etileno), alquil poliglucdsidos (por
ejemplo, octil glucoésido y decil maltésido), alcoholes grasos tales como alcohol cetilico y alcohol oleilico, cocamida
MEA, cocamida DEA y cocamida TEA. Los tensioactivos no iénicos especificos que pueden incluirse en las
formulaciones de la presente invencion incluyen, por ejemplo, polisorbatos tales como polisorbato 20, polisorbato 28,
polisorbato 40, polisorbato 60, polisorbato 65, polisorbato 80, polisorbato 81 y polisorbato 85; poloxameros tales
como poloxamero 188, poloxamero 407; polietilen-polipropilenglicol; o polietilenglicol (PEG). El polisorbato 20
también se conoce como TWEEN 20, monolaurato de sorbitan y monolaurato de polioxietilen sorbitan.

La cantidad de tensioactivo contenido dentro de las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién puede
variar dependiendo de las propiedades especificas deseadas de las formulaciones, asi como de las circunstancias y
fines particulares para los que se pretende usar las formulaciones. En ciertas realizaciones, las formulaciones
pueden contener de aproximadamente el 0,05 % a aproximadamente el 5 % de tensioactivo; o de aproximadamente
el 0,1 % a aproximadamente el 0,2 % de tensioactivo. Por ejemplo, las formulaciones de la presente invencion
pueden comprender aproximadamente el 0,05 %; aproximadamente el 0,06 %; aproximadamente el 0,07 %;
aproximadamente el 0,08 %; aproximadamente el 0,09 %; aproximadamente el 0,10 %; aproximadamente el 0,11 %;
aproximadamente el 0,12 %; aproximadamente el 0,13 %; aproximadamente el 0,14 %; aproximadamente el 0,15 %;
aproximadamente el 0,16 %; aproximadamente el 0,17 %; aproximadamente el 0,18 %; aproximadamente el 0,19 %;
aproximadamente el 0,20 %; aproximadamente el 0,21 %; aproximadamente el 0,22 %; aproximadamente el 0,23 %;
aproximadamente el 0,24 %; aproximadamente el 0,25 %; aproximadamente el 0,26 %; aproximadamente el 0,27 %;
aproximadamente el 0,28 %; aproximadamente el 0,29 %; o aproximadamente el 0,30 % de tensioactivo (por
ejemplo, polisorbato 20).

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencidén también pueden comprender uno o mas tampones. En
algunas realizaciones, el tampén tiene un intervalo de tamponamiento que se superpone completamente o en parte
al intervalo de pH 5,5 - 7,4. En una realizacién, el tampon tiene un pKa de aproximadamente 6,0 £ 0,5. En ciertas
realizaciones, el tampén comprende un tampén fosfato. En ciertas realizaciones, el fosfato esta presente a una
concentracion de 5mM £ 0,75mM a 15 mM £ 225 mM; 6 MM+ 09 mMMa 14 mM £ 21 mM; 7mM £ 1,06 mM a
1BmMM£1,95mM; 8mMz+t12mMa12mM£18mM; 9mM £ 1,35mMa 11 mM = 1,65 mM; 10 mM = 1,5 mM; o
aproximadamente 10 mM. En ciertas realizaciones, el sistema tampon comprende histidina a 10 mM + 1,5 mM, a un
pH de 6,0 £ 0,5.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién pueden tener un pH de aproximadamente 5,0 a
aproximadamente 8,0. Por ejemplo, las formulaciones de la presente invencion pueden tener un pH de
aproximadamente 5,0; aproximadamente 5,2; aproximadamente 5,4; aproximadamente 5,6; aproximadamente 5,8;
aproximadamente 6,0; aproximadamente 6,2; aproximadamente 6,4; aproximadamente 6,6; aproximadamente 6,8;
aproximadamente 7,0; aproximadamente 7,2; aproximadamente 7,4; aproximadamente 7,6; aproximadamente 7,8; o
aproximadamente 8,0.

En una realizacion particular, la proteina terapéutica es una proteina VEGF-Trap. Las formulaciones farmacéuticas
para la formacion de particulas micronizadas de proteina VEGF-Trap pueden contener de aproximadamente
10 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml de proteina VEGF-Trap, aproximadamente 10 mg/ml, aproximadamente
15 mg/ml, aproximadamente 20 mg/ml, aproximadamente 25 mg/ml, aproximadamente 30 mg/ml, aproximadamente
35 mg/ml, aproximadamente 40 mg/ml, aproximadamente 45 mg/ml, aproximadamente 50 mg/ml, aproximadamente
55 mg/ml, aproximadamente 60 mg/ml, aproximadamente 65 mg/ml, aproximadamente 70 mg/ml, aproximadamente
75 mg/ml, aproximadamente 80 mg/ml, aproximadamente 85 mg/ml, aproximadamente 90 mg/ml, aproximadamente
95 mg/ml o aproximadamente 100 mg/ml de proteina VEGF-Trap. Las soluciones pueden contener uno o mas
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tampones de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 50 mM. En una realizacion, el tampon es fosfato
aproximadamente 10 mM a un pH de aproximadamente 6 * 0,5. Las soluciones también pueden contener sacarosa
a una concentracion de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 10 %. En una realizacion, la solucion
contiene sacarosa a aproximadamente el 2 % en p/p.

En algunas realizaciones, la solucién de proteina terapéutica contiene proteina VEGF-Trap a aproximadamente
25 mg/ml o aproximadamente 50 mg/ml en fosfato 10 mM, pH 6,2, sacarosa al 2 % y opcionalmente polisorbato al
0,1 %.

La formulaciéon de proteina terapéutica a continuacion se somete a dispersion y secado para formar particulas de
proteinas micronizadas. Un método para realizar las particulas de proteina micronizadas es someter la solucion de
proteina a secado por pulverizacion. El secado por pulverizacion se conoce generalmente en la técnica y puede
realizarse en equipos tales como, por ejemplo, un secador por pulverizacion BUCHI Mini Spray Dryer B-290 (Buichi
Labortechnik AG, Flawil, CH). En una realizacién particular, la soluciéon de proteina (por ejemplo, pero no limitado a
cualquiera de las formulaciones de VEGF-Trap descritas anteriormente) se bombea al secador por pulverizacion a
una velocidad de aproximadamente 2 ml/min a aproximadamente 15 ml/min, o aproximadamente 7 ml/min. La
temperatura de entrada del secador por pulverizacién se ajusta a una temperatura superior al punto de ebullicién del
agua, como por ejemplo, a aproximadamente 130 °C. La temperatura de salida a una temperatura por debajo del
punto de ebullicién del agua y por encima de la temperatura ambiente, como por ejemplo, 55 °C. En una realizacion
especifica, se bombea una solucién de proteina (por ejemplo, soluciéon de VEGF-Trap o solucién de IgG) en un
secador por pulverizacion BUCHI Mini Spray Dryer B-290 a aproximadamente 7 ml/min, con una temperatura de
entrada de aproximadamente 130 °C y una temperatura de salida de aproximadamente 55 °C, con el aspirador
ajustado a 33 m*/h y el gas de pulverizacion a 530 I/h.

Las particulas de proteina micronizadas resultantes varian en tamafio de aproximadamente 1pum a
aproximadamente 100 ym de diametro, dependiendo de la formulacion particular y la concentracién de proteinas y
excipientes. En algunas realizaciones, las particulas de proteina micronizadas tienen un diametro de
aproximadamente 1 ym a aproximadamente 100 um, de aproximadamente 1 ym a aproximadamente 40 um, de
aproximadamente 2 ym a aproximadamente 15 um, de aproximadamente 2,5 ym a aproximadamente 13 um, de
aproximadamente 3 um a aproximadamente 10 ym, de aproximadamente 5 uym, de aproximadamente 6 um, de
aproximadamente 7 ym, de aproximadamente 8 um, de aproximadamente 9 um, de aproximadamente 10 ym, de
aproximadamente 11 pym o de aproximadamente 12 ym.

Las particulas de proteina micronizadas se recubren a continuacion con un polimero biocompatible y biodegradable.
Esto puede lograrse suspendiendo las particulas de proteina micronizadas en una soluciéon de polimero. Una
solucion de polimero es esencialmente un polimero disuelto en un disolvente. Por ejemplo, el polimero
biocompatible y biodegradable puede disolverse, entre otros, en cloruro de metileno, tetrahidrofurano, acetato de
etilo o algun otro disolvente util. El acetato de etilo es ampliamente conocido como disolvente seguro y a menudo se
usa en la preparacion de farmacos, implantes y alimentos.

En algunas realizaciones, el polimero puede ser etilcelulosa ("EC"), poli (acido lactico) ("PLA"), poliortoéster ("POE"),
poli-D,L-lactido-co-glucdlido ("PLGA") o poli-e-caprolactona ("PCL"). El polimero puede disolverse en el disolvente
(por ejemplo, acetato de etilo) a una concentracion de aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 300 mg/ml,
de aproximadamente 15 mg/ml a aproximadamente 295 mg/ml, de aproximadamente 20 mg/ml a aproximadamente
290 mg/ml, de aproximadamente 25 mg/ml a aproximadamente 280 mg/ml, de aproximadamente 30 mg/ml a
aproximadamente 270 mg/ml, de aproximadamente 35 mg/ml a aproximadamente 265 mg/ml, de aproximadamente
40 mg/ml a aproximadamente 260 mg/ml, de aproximadamente 45 mg/ml a aproximadamente 260 mg/ml, de
aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 255 mg/ml, de aproximadamente 55 mg/ml a aproximadamente
250 mg/ml, de aproximadamente 20 mg/ml, de aproximadamente 25 mg/ml, de aproximadamente 30 mg/ml, de
aproximadamente 35 mg/ml, de aproximadamente 40 mg/ml, de aproximadamente 45 mg/ml, de aproximadamente
50 mg/ml, de aproximadamente 75 mg/ml, de aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 125 mg/ml, de
aproximadamente 150 mg/ml, de aproximadamente 175 mg/ml, de aproximadamente 200 mg/ml, de
aproximadamente 225 mg/ml o de aproximadamente 250 mg/ml.

Las particulas de proteina micronizadas se afiaden a la solucién de polimero de aproximadamente 10 mg/ml a
aproximadamente 100 mg/ml, de aproximadamente 15 mg/ml a aproximadamente 95 mg/ml, de aproximadamente
20 mg/ml a aproximadamente 90 mg/ml, de aproximadamente 25 mg/ml a aproximadamente 85 mg/ml, de
aproximadamente 30 mg/ml a aproximadamente 80 mg/ml, de aproximadamente 35 mg/ml a aproximadamente
75 mg/ml, de aproximadamente 40 mg/ml a aproximadamente 70 mg/ml, de aproximadamente 45 mg/ml a
aproximadamente 65 mg/ml, de aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 60 mg/ml, aproximadamente a
25 mg/ml, aproximadamente a 30 mg/ml, aproximadamente a 35 mg/ml, aproximadamente a 40 mg/ml,
aproximadamente a 45 mg/ml o aproximadamente a 50 mg/ml. Las particulas se mezclan para formar una pasta o
suspension, que a continuacion se somete a dispersion y secado para formar la particula de proteina recubierta de
polimero (es decir, microparticula).
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En una realizacion, la suspension de la solucion de particulas de proteina y polimero se somete al secado por
pulverizacién, que se realiza de manera similar al método para fabricar las particulas de proteina micronizadas, pero
con una temperatura de admisiéon reducida para proteger contra la ignicion del disolvente organico o polimero.
Brevemente, la suspension de solucion de particulas de proteina y polimero se bombea al secador por pulverizacion
a una velocidad de aproximadamente 5 ml/min a aproximadamente 20 ml/min, o aproximadamente 12,5 ml/min. La
suspensiéon se bombed a 12,5 ml/min en el secador por pulverizacion con un caudal de aire de aspiracion y gas de
pulverizacion de aproximadamente 530 I/h y 35 m3/h (mm), respectivamente. La temperatura de entrada se ajusto a
90 °C y la temperatura de salida se ajustd a aproximadamente 54 °C. La temperatura de entrada del secador por
pulverizacién se ajusta a una temperatura superior al punto de inflamacion del disolvente, como por ejemplo, a
aproximadamente 90 °C. La temperatura de salida a una temperatura inferior a la temperatura de admisién y
superior a la temperatura ambiente, como por ejemplo, a aproximadamente 54 °C. En una realizacién particular, una
suspension que contiene aproximadamente 50 mg/ml de particulas de proteina (por ejemplo, VEGF-Trap) en
aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 250 mg/ml de solucién de polimero/acetato de etilo se bombea a un
BUCHI Mini Spray Dryer B-290 a aproximadamente 12,5ml/min, con una temperatura de entrada de
aproximadamente 90 °C y una temperatura de salida de aproximadamente 54 °C, con el aspirador ajustado a
aproximadamente 35 m*/h y el gas de pulverizacion a aproximadamente 530 I/h.

Las microparticulas resultantes, que contienen un nucleo de particulas de proteina dentro de una corteza polimérica,
tienen un intervalo de diametros de aproximadamente 2 um a aproximadamente 70 um, de aproximadamente 5 ym a
aproximadamente 65 um, de aproximadamente 10 um a aproximadamente 60 uym, de aproximadamente 15 um a
aproximadamente 55 ym, de aproximadamente 20 ym a aproximadamente 50 ym, de aproximadamente 15 ym, de
aproximadamente 20 um, de aproximadamente 25 ym o de aproximadamente 30 ym. La variacion de tamafo en
gran parte refleja el espesor de la corteza del polimero, aunque el didmetro del nucleo de la proteina podria
contribuir en cierta medida a la variacion de tamafio. La manipulacién de la concentracion inicial de la solucion de
polimero y/o el propio polimero puede controlar el diametro de la microparticula. Por ejemplo, las microparticulas
que se fabricaron con polimero de 50 mg/ml tienen una mediana de tamafnos de aproximadamente 15 ym a 20 pm,
mientras que las microparticulas que se fabricaron con polimero de 250 mg/ml tenian una mediana de tamafios de
aproximadamente 30 um.

Las microparticulas en la formulacion de la invencion son utiles en la liberacion prolongada o en el tiempo de
productos terapéuticos de proteina. Por ejemplo, se prevé que las microparticulas de VEGF-Trap sean utiles en la
liberacion prolongada de la proteina terapéutica de VEGF-Trap en, por ejemplo, el vitreo para el tratamiento de
trastornos vasculares oculares, o la implantaciéon subcutanea para la liberacion prolongada de VEGF-Trap para tratar
el cancer u otros trastornos.

Las microparticulas en la formulacién de la presente invencion liberan proteinas en un entorno acuoso fisiolégico a
aproximadamente 37 °C a una velocidad relativamente constante durante un periodo prolongado de tiempo, hasta al
menos 60 dias. En general, las microparticulas fabricadas con una mayor concentraciéon de polimero (por ejemplo,
250 mg/ml) tendian a mostrar un perfil de liberacion de proteinas relativamente lineal; mientras que las
microparticulas fabricadas con una concentracion mas baja de polimero (por ejemplo, 50 mg/ml) tendian a mostrar
una liberacion subita inicial seguida de un inicio de liberacion retardada de la liberacion subita. Ademas, las
microparticulas formadas a partir de una concentracién mas alta de polimero mostraron una velocidad de liberacion
de proteina mas lenta que las formadas a partir de una concentracion mas baja de particulas. La calidad de la
proteina liberada de las microparticulas a lo largo del tiempo fue consistente con la calidad del material de proteina
de partida. Se produjo poca o ninguna degradacién de proteinas.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la materia una divulgacién y una
descripcién completas de como hacer y usar los métodos y composiciones de la invencion. Se han realizado
esfuerzos para garantizar la precisién con respecto a los numeros utilizados (por ejemplo, cantidades, tamafos, etc.)
pero se deben tener en cuenta algunos errores y desviaciones experimentales.

En los siguientes ejemplos, la proteina VEGF-Trap ("VGT"), que es un dimero del polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1, sirve como proteina de fusién del receptor Fc ilustrativa.

EJEMPLO 1: PROTEINAS MICRONIZADAS

Las soluciones que contenian 25 mg/ml de proteina VEGF-Trap ("VGT"), 25 mg/ml de VGT mas el 0,1 % de
polisorbato 80 y 50 mg/ml de VGT en fosfato 10 MM, 2 % de sacarosa, a pH 6,2 se atomizaron cada una
independientemente en una micronizador de pulverizacion seco (BUCHI Mini Spray Dryer B-290, Buchi Labortechnik
AG, Flawil, CH) para formar gotas que contienen VEGF-Trap. Se aplicé calor para evaporar el agua de las gotas,
dando como resultado un polvo que contiene VEGF-Trap. La temperatura de entrada se ajusté a 130 °C vy la
temperatura de salida a aproximadamente 55 °C. El aspirador se ajusté a 33 m*/h y el gas de pulverizacién a 530 I/h.
La solucion de VGT se bombed a aproximadamente 7 ml/min.
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El tamafio de las particulas VGT resultantes se midi6 mediante imagenes de micro flujo (MFI) e imagenes de
dispersion dinamica de luz (DLS). La Figura 1 representa la distribucién del tamafio de particula determinada por
MFI para las particulas de VGT derivadas de cada una de las concentraciones de 25 mg/ml de VGT, 25 mg/ml de
VGT mas el 0,1 % de polisorbato 80 y 50 mg/ml de VGT. Para todas las concentraciones, el diametro circular
equivalente (DCE) de las particulas VGT varié de aproximadamente 1 pm a aproximadamente 39 pym, con un
tamafo para la mayoria de las particulas de aproximadamente 2 ym a aproximadamente 14 ym. Para la solucion de
25 mg/ml de VGT, las particulas se agruparon en el intervalo de aproximadamente 2,5 ym a aproximadamente
8,8 um, con una moda de aproximadamente 6 pym. Para la solucion de 25 mg/ml de VGT mas el 0,1 % de polisorbato
80, las particulas se agruparon en el intervalo de aproximadamente 2,5 ym a aproximadamente 9,7 ym, con una
moda de aproximadamente 6 um. Para la solucion de VGT de 50 mg/ml, las particulas se agruparon en el intervalo
de aproximadamente 2,7 um a aproximadamente 12,8 um, con una moda de aproximadamente 7 ym. Las medianas
de los diametros para cada formulacion, segun lo determinado por los métodos MFI y DLS, se describen en la Tabla
1.

Las particulas de VGT se reconstituyeron en agua para inyeccién y se examinaron mediante exclusion por tamanos,
es decir, exclusion por tamafios-cromatografia liquida de ultra rendimiento (SE-UPLC) para determinar la pureza de
la proteina. No se observo ninglin cambio en la pureza después de la micronizacion en relaciéon con el material de
partida (ver Tabla 3).

Tabla 1: Mediana de los tamaios de particulas de proteina (um) segun lo determinado por MFly DLS

L. Mediana del tamaio por MFI Mediana del tamaio por DLS
Formulacién
(pm) (pm)
VEGF-Trap 50 mg/ml 7 7,6
VEGF-Trap 25 mg/ml 6 5,9
VEGF-Trap 25 mg/ml, polisorbato 80 al 6 71
0,1 % ’

EJEMPLO 2: SUSPENSIONES DE PROTEINA MICRONIZADAS EN SOLUCIONES DE POLIMERO ORGANICO
Se usaron diversos polimeros o se contemplan para su uso en la fabricaciéon de la corteza polimérica de las
microparticulas. Esos polimeros incluyen, entre otros, etilcelulosa ("EC"), poliortoéster ("POE"), poli-D,L-lactido-co-
glucolido ("PLGA") y poli-e-caprolactona ("PCL").

Recubrimiento de etilcelulosa

Las particulas de VEGF-Trap micronizadas se suspendieron en una soluciéon de 50 mg/ml de etilcelulosa en acetato
de etilo a una concentracién de aproximadamente 50 mg/ml de VGT; en el presente documento se denomina
"suspension VGT-50-EC".

Las particulas de VEGF-Trap micronizadas se suspendieron en una solucion de 100 mg/ml de etilcelulosa en
acetato de etilo a una concentracion de aproximadamente 50 mg/ml de VGT; en el presente documento se
denomina "suspension VGT-100-EC".

Las particulas de VEGF-Trap micronizadas se suspenden en una solucion de 250 mg/ml de etilcelulosa en acetato
de etilo a una concentracién de aproximadamente 50 mg/ml de VGT; en el presente documento se denomina
"suspension VGT-250-EC".

Recubrimiento de poliortoéster

Las particulas de VEGF-Trap micronizadas se suspendieron en una solucién de poliortoéster de 50 mg/ml que
contenia aproximadamente el 5 % de acido latente en acetato de etilo a una concentracion de aproximadamente
50 mg/ml de VGT; en el presente documento se denomina "suspensién VGT-50-POE".

Las particulas de VEGF-Trap micronizadas se suspendieron en una solucidon de poliortoéster de 250 mg/ml que
contenia aproximadamente el 5 % de acido latente en acetato de etilo a una concentracién de aproximadamente
50 mg/ml de VGT; en el presente documento se denomina "suspension VGT-250-POE".

Recubrimiento de poli-D,L-lactido-co-glucélido

Las particulas de VEGF-Trap micronizadas se suspendieron en una solucion de 50 mg/ml de PLGA en acetato de
etilo a una concentracion de aproximadamente 50 mg/ml de VGT; en el presente documento se denomina
"suspension VGT-50-PLGA".
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Las particulas de VEGF-Trap micronizadas se suspendieron en una solucion de 200 mg/ml de PLGA en acetato de
etilo a una concentracion de aproximadamente 50 mg/ml de VGT; en el presente documento se denomina
"suspension VGT-200-PLGA".

Las particulas de VEGF-Trap micronizadas se suspendieron en una soluciéon de 250 mg/ml de PLGA en acetato de
etilo a una concentracion de aproximadamente 50 mg/ml de VGT; en el presente documento se denomina
"suspension VGT-250-PLGA".

Recubrimiento de poli-e-caprolactona

Las particulas de VEGF-Trap micronizadas se suspenden en una solucion de 50 mg/ml de PCL en acetato de etilo a
una concentracion de aproximadamente 50 mg/ml de VGT; en el presente documento se denomina "suspension
VGT-50-PCL".

Las particulas de VEGF-Trap micronizadas se suspenden en una solucion de 250 mg/ml de PCL en acetato de etilo
a una concentracion de aproximadamente 50 mg/ml de VGT; en el presente documento se denomina "suspension
VGT-250-PCL".

La PCL tiene una Tg baja y puede no ser adecuada para el secado por calor como se describe a continuacion, pero
puede usarse para la extraccion con disolvente en un bafio acuoso con alcohol polivinilico (PVA), por ejemplo.

EJEMPLO 3: DISPERSION DE GOTAS FINAS DE PROTEINA-POLIMERO Y RETIRADA DE DISOLVENTES

Cada suspension de polimero VGT, que se prepard de acuerdo con el Ejemplo 2 (mas arriba), se someti6é a secado
por pulverizacién usando un secador por pulverizacion BUCHI Mini Spray Dryer B-290 (Buchi Labortechnik AG,
Flawil, CH). Brevemente, cada suspension se atomiz6 para formar microgotas, que posteriormente se secaron con
calor para retirar el disolvente y formar las microparticulas de proteinas recubiertas con polimero. La suspension se
bombed a 12,5 ml/min en el secador por pulverizacion con un caudal de aire de aspiracion y gas de pulverizacion de
aproximadamente 530 I/h y 35 m>h, respectivamente. La temperatura de entrada se ajusté a 90 °C y la temperatura
de salida se ajust6 a aproximadamente 54 °C.

EJEMPLO 4: CARACTERIZACION DE MICROPARTICULAS DE PROTEINA-POLIMERO

Las particulas de proteina recubiertas de polimero secadas por pulverizacion fabricadas de acuerdo con el proceso
ilustrado generan una pluralidad de microparticulas que tienen un intervalo de diametros circulares equivalentes de
aproximadamente 2,5 ym a aproximadamente 65 um (Figura 2). La variacion de tamafio en gran parte refleja el
espesor de la corteza del polimero, aunque el diametro del nucleo de la proteina podria contribuir en cierta medida a
la variacion de tamanio.

El diametro de la microparticula se correlaciona con la concentracion inicial de la solucion de polimero (Tabla 2,
Figura 2). Las microparticulas que se fabricaron usando 50 mg/ml de polimero tenian una mediana de tamarfos de
aproximadamente 17 ym + 2,8 uym. Las microparticulas que se fabricaron usando 250 mg/ml de polimero tenian una
mediana de tamanos de aproximadamente 29 pym.

EJEMPLO 5: ESTABILIDAD DE LA PROTEINA DESPUES DEL SECADO POR PULVERIZACION

La estabilidad de la proteina VEGF-Trap se evalué mediante cromatografia de exclusion por tamafios cuantitativa
(SE-UPLC), que permite la cuantificacion de productos de degradacion mas pequeios y productos de agregacion
mas grandes en relacion con el mondémero intacto. Los resultados se describen en la Tabla 3. Esencialmente, la
proteina se mantuvo estable durante los procesos de secado por pulverizacion y recubrimiento por pulverizacion.

La proporcion promedio en peso de proteina a polimero también se determiné para las microparticulas fabricadas.
Se extrajo una coleccion de microparticulas fabricadas con polimeros y concentracién de polimeros variados y se
sometid a cromatografia cuantitativa en fase inversa (RP-HPLC). Los resultados se presentan en la Tabla 3. Los
datos pueden interpretarse para respaldar la teoria de que una concentracion inicial mas alta de polimero produce
una corteza polimérica mas gruesa en la microparticula.

Tabla 2: Valores de diametro circular equivalente

Material Intervalo (um) |Mediana (um) [Moda (um)
VEGF-Trap ("VGT") (50 mg/ml) 2,5-294 10-12 8,3

VGT (50 mg/ml) + POE (50 mg/ml) 2,5 - 64,5 15 9,4

VGT (50 mg/ml) + POE (250 mg/ml) [2,5-49,4 29 28,5

VGT (50 mg/ml) + EC (50 mg/ml) 2,5-49,6 19 16,5

15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2909 777 T3

Tabla 3: Estabilidad y carga de proteinas

Material Material de partida VGT |VGT extraido de polimeros recubiertos '
% nativo % nativo’  [% en p/p de VGT/polimero®

Material de partida VGT 97,7 - -

VGT reconstituido 97,6 - -

VGT (50 mg/ml) + POE (50 mg/ml) - 96,3 14,6

VGT (50 mg/ml) + POE (250 mg/ml) - 97,7 1,8

VGT (50 mg/ml) + EC (50 mg/ml) - 97,1 6,1

"Basado en la VEGF-Trap extraida después de una reconstitucion de 1 hora para retirar la VEGF-Trap sin
recubrimiento.

2 Promedio del porcentaje nativo por SE-UPLC (n = 4).

® Promedio del porcentaje en peso a peso de carga de VGT a polimero por RP-HPLC (n = 4).

EJEMPLO 6: LIBERACION DE PROTEINA DE LAS MICROPARTICULAS

La liberacion de proteina de las microparticulas se determind suspendiendo varios lotes de microparticulas en
tampon (fosfato 10 mM, polisorbato 20 al 0,03 %, pH 7,0) y midiendo la cantidad y la calidad de la proteina liberada
en la solucion a lo largo del tiempo mientras se incubaban a 37 °C. A intervalos de 1-2 semanas, las microparticulas
se sedimentaron mediante centrifugacion suave y se recogio el 80 % del sobrenadante que contenia la proteina
liberada para su posterior analisis. Se reemplazé una cantidad equivalente de tampon fresco y las microparticulas se
resuspendieron mediante agitacién con vortex suave y se devolvieron a la camara de incubacién a 37 °C. La
cantidad y calidad de la proteina en el sobrenadante se evalué mediante cromatografia de exclusién por tamafios.

En general, las microparticulas fabricadas con una mayor concentracion de polimero (por ejemplo, 250 mg/ml)
tendian a mostrar un perfil de liberacion de proteinas relativamente lineal; mientras que las microparticulas
fabricadas con una concentracidon mas baja de polimero (por ejemplo, 50 mg/ml) tendian a mostrar una liberacién
subita inicial seguida de un inicio de liberacion retardada de la liberacién subita. Los datos que muestran la liberacion
prolongada de proteina, que se mantuvo estable, durante aproximadamente 60 dias se muestran en la Figura 3
(datos de liberacion). La Tabla 4 resume los datos de la tasa de liberacion lineal.

Tabla 4: Dinamica de liberacién de proteinas
Material VEGF-Trap de liberacién de proteinas (mg VGT/semana)
VGT (50 mg/ml) + POE (50 mg/ml) 0,14 + 0,16
VGT (50 mg/ml) + POE (250 mg/ml) |0,06 + 0,02
VGT (50 mg/ml) + EC (50 mg/ml) 0,031 + 0,02

EJEMPLO 7: EL TAMANO DE LAS PARTICULAS PUEDE MANIPULARSE POR LA CONCENTRACION DE
POLIMEROS Y EL FLUJO DE GASES DE PULVERIZACION

Las distribuciones del tamafio de particula se controlaron mediante la concentracion de polimero y el flujo de
atomizacién del gas de pulverizacion. El aumento de la concentracién de polimero desplazé la distribucion hacia
particulas mas grandes (200 mg/ml de PLGA a 45 ym de flujo de gas de pulverizacion frente a 100 mg/ml de PLGA
a 45 uym de flujo de gas de pulverizacion; véase la Tabla 5). De manera similar, un flujo de gas de pulverizacion de
atomizacién mas bajo dio como resultado gotas mas grandes y, por lo tanto, particulas mas grandes (PLGA de
100 mg/ml a un flujo de gas de pulverizacion de 25 um frente a PLGA de 100 mg/ml a un flujo de gas de
pulverizaciéon de 45 um; véase la Tabla 5).

Tabla 5: Tamaio de particula (todas las métricas son aproximadas)

Porcentaje de volumen total de
particulas con un tamafio de particulas
de 15 micrometros

[PLGA] Caudal de [Intervalo de tamafio de |Moda del tamaiio de
(mg/ml) gas (m*h) |particula (micrémetros) |particula (micrometros)

Proteina

ND 2,5-25 3,5 1,5 %
sola
100 25 2,5-40 94 3,7 %
100 45 2,5-30 94 3,7 %
200 45 2,5-30 10,2-15,4 54 %

EJEMPLO 8: TAMANO DE LAS PARTICULAS Y LIBERACION DE PROTEINA A TRAVES DE DIVERSOS
POLIMEROS

La VEGF-Trap o la IgG se recubrieron por pulverizacion con poli (acido lactico) de bajo peso molecular (202S) (PLA-
LMW), poli (acido lactico) de alto peso molecular (203S) (PLA-HMW), polianhidrido poli[1,6-bis(p-
carboxifenoxi)hexano] (pCPH), poli(acido hidroxibutirico-acido cohidroxivalérico) (PHB-PVA), copolimero en bloque
de PEG-poli (acido lactico) (PEG-PLA) y poli-D,L-lactido-co-glucdlido (PLGA). Se combinaron 25 mg/ml de proteina

16




10

15

20

25

30

35

40

ES 2909 777 T3

secada por pulverizacion con 50-100 mg/ml de polimero. Los ensayos de liberacion in vitro se realizaron en tampén
fosfato 10 mM, a pH 7,2 y 37 °C. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6: Tamaiio de particula dependiente de polimero y liberacion de proteina (todas las métricas son

aproximadas)

Polimero Proteina Numero relativo de particulas a 15 micrémetros glempo hasta la liberacion del 100 %
e proteina

PLA-LMW [VEGF-Trap 0,8 x 10°|3 dias

PLA-HMW [VEGF-Trap 0,8 x 10°|3 dias

pCPH VEGF-Trap 1 x 10°|3 dias

PHB-PVA [VEGF-Trap 5 x 10°[1 dias

PEG-PLA |VEGF-Trap 0,6 x 10°[6 horas

PLGA IgG 1 x 10°|8 dias

EJEMPLO 9: ESTABILIDAD DE LA PROTEINA EN DIVERSOS POLIMEROS

Se extrajeron la VEGF-Trap y la IgG de sus respectivas capas de polimero y se midié la pureza por SE-UPLC. Los
resultados se resumen en la Tabla 7. Las proteinas generalmente eran compatibles con el proceso de recubrimiento
por pulverizacién para los polimeros probados. La proteina permanecié estable durante al menos 14 dias para
aquellos polimeros que continuaron liberando proteina.

Tabla 7
% de pureza por cromatografia de exclusion por tamarnos
Proteina | Polimero Después del recubrimiento | 1 dia de liberacion | 5 yios ge |1y | 14 dias de LIV
por pulverizacion in vitro (LIV)

VEGF-Trap |POE (AP141) 97,7 98,3 98,2 96,7
VEGF-Trap |PLA-LMW 97,0 97,4 92,8 -
VEGF-Trap |PLA-HMW 93,9 97,3 95,4 -
VEGF-Trap |PEG-PLA 89,9 91,2 - -
VEGF-Trap |pCPH 89,2 94,2 84,8 -
VEGF-Trap |PHB-PVA 97,4 96,2 - -
VEGF-Trap |PLGA 96,6 97,8 - 93,6
[e]€] PLGA 99,2 98,0 - 92,0

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.

<120> Microparticulas de proteinas poliméricas

<130> 1110A

<140> No disponible
<141> 18-11-2012

<150> US 61/561.525
<151>18-11-2011

<160> 1

<170> Patentln version 3.5

<210>1

<211> 415
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220> <223> sintética

<400> 1
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién farmacéutica de liberacion prolongada para su uso en el tratamiento de un trastorno ocular
vascular en el vitreo, en donde la formulacion farmacéutica de liberacién prolongada comprende microparticulas que
tienen un diametro de 2 micrometros a 70 micrometros, comprendiendo las microparticulas un nucleo de proteina
VEGF-Trap micronizada de aproximadamente 2 micrometros a aproximadamente 30 micrometros y una corteza de
polimero, en donde la proteina VEGF-Trap se libera de las microparticulas a una velocidad de aproximadamente
0,01 mg/semana a aproximadamente 0,30 mg/semana durante al menos 60 dias en un ambiente acuoso y en donde
la formulacién farmacéutica comprende uno o mas azucares.

2. La formulacion farmacéutica de liberacion prolongada para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la
corteza polimérica comprende poliortoéster (POE) y la velocidad de liberacidon estable es de 0,01 mg/semana a
0,30 mg/semana.

3. La formulacion farmacéutica de liberacion prolongada para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde el polimero es un polimero biodegradable.

4. La formulacion farmacéutica de liberacion prolongada para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde el polimero se selecciona del grupo que consiste en acido polilactico (PLA),
polianhidrido poli[1,6-bis(p-carboxifenoxi)hexano] (pCPH), poli (acido hidroxibutirico-acido cohidroxivalérico) (PHB-
PVA), copolimero de polietilenglicol-poli(acido lactico) (PEG-PLA), poli-D,L-lactido-co-glucélido (PLGA), poliortoéster
(POE), etilcelulosa (EC) y poli-e-caprolactona (PCL).

5. La formulacion farmacéutica de liberacion prolongada para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el
polimero es POE a 50 mg/ml, la proteina VEGF-Trap esta a 50 mg/ml, la relacién promedio de proteina VEGF-Trap
con respecto a polimero es de 14,6 en peso, el tamafio modal de la particula es de 9,4 micréometros, al menos el
96,3 % de la proteina conserva su conformacion nativa segun lo determinado por cromatografia de exclusiéon por
tamano y la proteina VEGF-Trap se libera de la corteza polimérica a una velocidad de 0,14 + 0,16 mg/semana.

6. La formulacién farmacéutica de liberacién prolongada para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en donde el
polimero es POE a 250 mg/ml, la proteina VEGF-Trap esta a 50 mg/ml, la relacion promedio de proteina VEGF-Trap
con respecto a polimero es de 1,8 en peso, el tamafio modal de la particula es de 28,5 micrémetros, al menos el
97,7 % de la proteina conserva su conformacion nativa segun lo determinado por cromatografia de exclusion por
tamanfo y la proteina VEGF-Trap se libera de la corteza polimérica a una velocidad de 0,06 + 0,02 mg/semana.

7. La formulacion farmacéutica de liberacion prolongada para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el
polimero es EC a 50 mg/ml, la proteina VEGF-Trap esta a 50 mg/ml, la relacion promedio de proteina VEGF-Trap
con respecto a polimero es de 6,1 en peso, el tamafio modal de la particula es de 16,5 micrometros, al menos el
97,1 % de la proteina conserva su conformacion nativa segun lo determinado por cromatografia de exclusion por
tamafio y la proteina VEGF-Trap se libera de la corteza polimérica a una velocidad de 0,031 £ 0,02 mg/semana.

8. La formulacion farmacéutica de liberacion prolongada para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el
polimero es POE (AP141), y al menos el 96,7 % de la proteina VEGF-Trap conserva su conformacion nativa
después de 14 dias segun lo determinado por cromatografia de exclusion por tamafo.

9. Un método para fabricar una formulacion farmacéutica de liberacién prolongada para el uso de la reivindicacion 1
que comprende las etapas de (a) obtener un nucleo de proteina VEGF-Trap mediante secado por pulverizacion de
una solucién que contiene la proteina VEGF-Trap; (b) suspender la particula proteica en una soluciéon que
comprende un polimero y un disolvente; y (c) retirar el disolvente mediante evaporacién, en donde uno o mas
azucares también se incluyen en la formulacion farmacéutica de liberacion prolongada.

10. La formulacion farmacéutica de liberaciéon prolongada para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde
el nucleo de proteina VEGF-Trap contiene menos del 3 % de agua en peso.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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