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FORMULACIONES EN POLVO SECO DE ANTICUERPOS DE UNION A LINFOPOYETINA
ESTROMAL TIMICA (TSLP) Y METODOS PARA USARLOS
CAMPO DE LA DESCRIPCION
La presente techologia se relaciona generalmente con formulaciones en polvo seco de
fragmentos de union a antigenos derivados de anticuerpos especificos para la linfopoyetina
estromal timica (TSLP, por sus siglas en inglés), asi como métodos para tratar el asma,
inclusive asma leve, moderada y grave, asma eosinofilica y asma no eosinofilica o con bajo
contenido de eosinodfilos, mediante el uso de las formulaciones en polvo seco por via
pulmonar. Las formulaciones en polvo seco incluyen una mezcla de leucina y trileucina que
tiene como resultado una formulacion particularmente adecuada para administrar
fragmentos de unién a antigeno derivados de anticuerpos anti-TSLP por inhalacion.
ANTECEDENTES
El asma afecta a unas 300 millones de personas en todo el mundo, incluidos todos los
grupos etarios, y representa una carga grave para el sistema de atencion de la salud y para
la sociedad debido a la pérdida de productividad en el lugar de trabajo y la interrupcion de la
vida familiar. (“Pocket Guide for Asthma Management and Prevention,” Global Initiative for
Asthma; 2019). El asma causa sintomas como sibilancias, dificultad para respirar, opresion
en el pecho y tos que varian con el tiempo en cuanto a su aparicién, frecuencia e intensidad.
Los sintomas a menudo se asocian con broncoconstriccion, engrosamiento de la pared de
las vias respiratorias y aumento de la produccién de mucosidad. El asma puede tener varios
grados de sintomas y estar bien o mal controlado, segin el nimero de ataques y la
gravedad.
La linfopoyetina estromal timica (TSLP), una citosina derivada de células epiteliales
producida en respuesta a estimulos ambientales y proinflamatorios, conduce a la activaciéon
de multiples células inflamatorias y vias corriente abajo. La TSLP aumenta en las vias
respiratorias de los pacientes con asma y se correlaciona con la expresion de citosinas y
quimiosinas Th2, y la gravedad de la enfermedad. Si bien la TSLP es fundamental para la
regulacion de la inmunidad por Th2, también puede desempefiar un papel clave en otras
vias de inflamacién y, por lo tanto, ser relevante para multiples fenotipos de asma.
La administracion de anticuerpos contra TSLP a un paciente, en particular mediante
inhalacién, proporcionaria un método mejorado de tratamiento para pacientes asmaticos,
incluidos aquellos con asma leve que pueden requerir la administracion diaria de dosis
bajas.
BREVE COMPENDIO DE LA DESCRIPCION
En vista de lo anterior, en un aspecto proporcionado en el presente documento se

proporciona una formulacibn en polvo seco que comprende una pluralidad de



microparticulas, las microparticulas comprenden: leucina, alrededor de 1 % a alrededor de
10 % de trileucina en peso y un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo anti-
linfopoyetina estromal timica (TSLP).

En algunas modalidades, el fragmento de unidn al antigeno del anticuerpo anti-linfopoyetina
estromal timica (TSLP) comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende:
una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO:1, una secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoé&cidos establecida en la SEQ ID NO:2, y una secuencia de CDR3 de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO:3, donde cualquiera de las CDR1, 2 o 3 de cadena pesada comprende opcionalmente
una Unica sustitucién de aminoacido, y un dominio variable de cadena ligera que comprende
una secuencia de CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO:5, una secuencia de CDR2 de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:6, y una secuencia de CDR3 de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:7,
donde cualquiera de las CDR 1, 2 o 3 de cadena ligera comprende opcionalmente una Unica
sustitucién de aminodcido, donde la leucina y la trileucina estan presentes en una relacion
de concentracion de leucina:trileucina de alrededor de 0,1:1 a alrededor de 30:1.

En otro aspecto, se proporciona un método para tratar el asma en un paciente, que
comprende administrar por inhalacién la formulacién en polvo seco del primer aspecto.

En otro aspecto, se proporciona una formulacién en polvo seco segun el primer aspecto,
para usar en un método de tratamiento, donde la formulacién se administra por inhalacion.
En algunas modalidades, la formulacion es para usar en el tratamiento del asma.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las caracteristicas y los aspectos anteriores y diferentes de la presente tecnologia se
pueden entender mejor a partir de la siguiente descripcion de las modalidades y como se
ilustra en los dibujos adjuntos. Los dibujos adjuntos, que se incorporan a la presente y
forman parte de la memoria descriptiva, sirven ademas para ilustrar los principios de la
presente tecnologia. Los dibujos no se encuentran necesariamente a escala.

La FIG. 1 muestra la union de Fab: a TSLP hu medida mediante KinExA.

La FIG. 2 muestra la union de Fabi: a TSLP cyno medida mediante KinExA.

La FIG. 3 muestra la union competitiva de Fab; a TSLP hu medida mediante el ensayo
HTRF.

La FIG. 4 muestra que Fab; inhibe la liberacion de CCL17 de las PBMC expuestas a TSLP.
La FIG. 5 muestra que Fab:, Fab, y Fabs inhiben la liberacion de CCL17 inducida por TSLP
a partir de PBMC.
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Las FIGS. 6A-6C muestran los perfiles de PK en suero con Fabi, BAL y ELF después de la
inhalacién unica (Grupo 1y 2) y el aumento de dosis repetida (Grupo 3).

La FIG. 7 muestra microparticulas de una formulacion en polvo seco de acuerdo con las
modalidades de la presente.

La FIG. 8A muestra los resultados de la densidad aparente comprimida en funcién de la
leucina y la trileucina en las formulaciones en polvo seco.

La FIG. 8B muestra el llenado de capsulas con formulaciones en polvo seco descritas en el
presente documento.

La FIG. 9 muestra los resultados de la superficie especifica medida mediante BET, en m?/g,
para microparticulas de formulaciones en polvo seco de acuerdo con modalidades del
presente documento.

La FIG. 10 muestra la correlacién indirecta del contenido de humedad con la concentracion
de leucina.

Las FIGS. 11A-11D muestran la rugosidad de la superficie de las microparticulas detectadas
por SEM.

La FIG. 12 muestra la correlacion entre el diametro aerodindmico de masa media (MMAD,
por sus siglas en inglés) y los valores en % en peso de leucina y trileucina.

La FIG. 13 muestra la correlacion entre la deposicion por dispositivo y los valores en % en
peso de leucina y trileucina.

La FIG. 14 muestra la correlacion entre la fraccion de particulas finas (FPF, por sus siglas en
inglés) y los valores en % en peso de leucina y trileucina.

La FIG. 15A muestra el nimero de particulas subvisibles después de la reconstitucion de
una formulacién que comprende 40 % (p/p) de Fab: y concentraciones variables de
polisorbato-80 (PS-80) con respecto a una concentracién de solucién de Fab; de 30 mg/ml
(en la Figura “2” comprende un limite de tamafo superior de 200 um)

La FIG. 15B muestra el numero de particulas subvisibles después de la reconstitucion de
una formulacion que comprende 40 % (p/p) de Fab:y concentraciones variables de PS-80
con respecto a una concentracion de solucion de Fab: de 2,5 mg/ml (en la Figura “2”
comprende un limite de tamafio superior de 200 pm)

La FIG. 16A muestra el numero de particulas subvisibles después de la reconstitucion de
una formulacibn que comprende 40 % (p/p) de Fab: y concentraciones variables de
poloxamero-188 con respecto a una concentracion de solucion de Fab; de 30 mg/ml (en la
Figura “2” comprende un limite de tamafio superior de 200 pum)

La FIG. 16B muestra el numero de particulas subvisibles después de la reconstitucion de
una formulacion que comprende 40 % (p/p) de Fab: y concentraciones variables de

poloxamero-188 con respecto a una concentracion de solucion de Fabi: de 2,5 mg/ml (en la
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Figura “2” comprende un limite de tamafo superior de 200 um)

La FIG 17A muestra el % del contenido de humedad de una formulacién que comprende
40 % (p/p) de Fab; y PS-80 al 1,1 % después de un almacenamiento de 1 o 3 meses a 40°C
y 75 % de humedad relativa (40/75) y durante 3 meses a 25 °C y 60 % de humedad relativa
(25/60).

La FIG 17B muestra la distribucion de tamafo de particula (PSD, por sus siglas en inglés)
de una formulacion que comprende 40 % (p/p) de Fab; y PS-80 al 1,1 % después de un
almacenamiento durante 1 o 3 meses a 40°C y 75 % de humedad relativa (40/75) y durante
3 meses a 25 °C y 60 % de humedad relativa (25/60).

La FIG 17C muestra la morfologia de particula de una formulacién que comprende 40 %
(p/p) de Fab;, y PS-80 al 1,1 % después de un almacenamiento de 1 o 3 meses a 40 °C y
75 % de humedad relativa (40/75) y durante 3 meses a 25 °C y 60 % de humedad relativa
(25/60).

La FIG 18A muestra el % del contenido de humedad de una formulacién que comprende
1 % (p/p) de Fab: y PS-80 al 1,1 % después de un almacenamiento de 1 o 3 meses a 40 °C
y 75 % de humedad relativa (40/75) y durante 3 meses a 25 °C y 60 % de humedad relativa
(25/60).

La FIG 18B muestra la distribucion de tamafio de particula (PSD) de una formulaciéon que
comprende 1 % (p/p) de Fab; y PS-80 al 1,1 % después de un almacenamiento durante 1 o
3 meses a 40 °C y 75 % de humedad relativa (40/75) y durante 3 meses a 25 °C y 60 % de
humedad relativa (25/60).

La FIG 18C muestra la morfologia de particula de una formulaciéon que comprende 1 % (p/p)
de Fab; y PS-80 al 1,1 % después de un almacenamiento de 1 0 3 meses a 40 °C y 75 % de
humedad relativa (40/75) y durante 3 meses a 25 °C y 60 % de humedad relativa (25/60).

La FIG. 19A muestra el niumero de particulas subvisibles tras la reconstitucion de una
formulacion que comprende 40 % de Fab:y 1,1 % de PS-80 (p/p) con respecto a una
concentracion de soluciéon de Fab; de 30 mg/ml, después del almacenamiento a 40/75
durante 1 o 3 meses y 25/60 durante 3 meses.

La FIG. 19B muestra el nimero de particulas subvisibles tras la reconstitucién de una
formulacion que comprende 1 % de Fab:iy 1,1 % de PS-80 (p/p) con respecto a una
concentracion de solucidon de Fab: de 0,75 mg/ml, después del almacenamiento a 40/75
durante 1 o 3 meses y 25/60 durante 3 meses.

DESCRIPCION DETALLADA

La formulacion en polvo seco descrita en el presente documento aborda una necesidad no
satisfecha al permitir el uso de fragmentos de unién de anticuerpos anti-TSLP para el

tratamiento del asma en un entorno de atencion primaria. Los sujetos que padecen asma



suelen controlar los sintomas asmaticos mediante composiciones farmacéuticas de
autoadministracién, tales como los agonistas beta de accion prolongada y/o
glucocorticoides, por inhalacién.

Mientras que los medicamentos bioldgicos existentes, ya sea aprobados o en fase de
investigacion clinica, ofrecen un nuevo paradigma de tratamiento para los pacientes con
asma, por lo general, no pueden administrarse a los sujetos por la ruta pulmonar familiar. El
tezepelumab, un medicamento biol6gico de Ultima generacién, es un anticuerpo monoclonal
(mAb) de inmunoglobulina humana G2 (IgG2) que se une a TSLP, evitando su interaccion
con el complejo receptor de TSLP. En un ensayo reciente de fase 2, aleatorizado, doble
ciego, controlado con placebo, los sujetos con asma que recibieron inyecciones
subcutaneas de tezepelumab tuvieron tasas mas bajas de exacerbaciones de asma
clinicamente significativas que aquellos que recibieron placebo (Corren et al (2017) NEJM
377:936-946 ).

La invencién descrita en la presente combina las ventajas terapéuticas de los medicamentos
biol6gicos de ultima generacion, tales como tezepelumab, con la via de administracion méas
familiar para los sujetos que padecen asma. Por lo tanto, la invencion permite que dichas
terapias de Ultima generacion se administren en un entorno de atencién primaria, ampliando
asi la disponibilidad de estos medicamentos a sujetos que estdn mas alla del alcance de la
atencion especializada.

Ademas, las formulaciones descritas en el presente documento pueden ser particularmente
Utiles para tratar pacientes con asma menos grave que normalmente serian tratados en un
entorno de atencién primaria. Por ejemplo, los pacientes con una escala de Iniciativa Global
para el Asma (GINA, por sus siglas en inglés) de 3 0 menos, convenientemente una escala
GINA de 2 o 3, pueden ser particularmente aptos para el tratamiento con la formulacion
descrita en este documento. En determinadas modalidades, los pacientes con una
puntuacion GINA de 3 son aptos para el tratamiento con la formulacion descrita en el
presente documento. En determinadas modalidades, los pacientes con una puntuacion
GINA de 2 son aptos para el tratamiento con la formulacion descrita en el presente
documento. Ademas, al administrar los medicamentos biologicos directamente al pulmén, se
reducen los efectos secundarios asociados con la administracion sistémica (como la
inflamacién en el lugar de la inyeccién).

Ademas, las formulaciones brindan la posibilidad de tratar a pacientes con asma moderada-
grave que podrian ser controlados en un entorno de atencién primaria, o para tratar a
pacientes con asma moderada-grave con dificil acceso al tratamiento a través de atencion
especializada. Por ejemplo, las formulaciones pueden ser Utiles para el tratamiento de

pacientes con asma moderada a grave con una escala de 4-5 de la Iniciativa Global para el



Asma (GINA). Convenientemente, las formulaciones prevén la posibilidad de tratar el asma
de moderada a grave que no esta controlada. Convenientemente, las formulaciones brindan
la posibilidad de tratar el asma moderada-grave que no esta controlada con dosis medias a
dosis altas de ICS:LABA con una o mas exacerbaciones y sintomas frecuentes.

El término "alrededor de" se usa en la presente para significar aproximadamente, en la
region de o alrededor. Cuando el término "alrededor de" se usa junto con un intervalo
numérico, modifica ese intervalo al extender los limites por encima y por debajo de los
valores numéricos establecidos. En general, el término "alrededor de" se utiliza en la
presente para modificar un valor numérico por encima y por debajo del valor establecido por
una variacion de 10 %.

Como se describe en el presente documento, las formulaciones en polvo seco se
proporcionan para la estabilizacion y administracién de principios activos farmacéuticos.
Convenientemente, las formulaciones en polvo seco se formulan para administracion
pulmonar, incluso por inhalacién a través de un inhalador en polvo seco (DPI, por sus siglas
en inglés).

Tal como se usa en el presente documento, una "formulacion en polvo seco" se refiere a
una formulacién que incluye una pluralidad de microparticulas solidas en una composicién
de polvo que contiene convenientemente menos del 20 % de humedad, mas
convenientemente menos de alrededor de 10 % de humedad, menos de alrededor de 5-6 %
de humedad o menos de alrededor de 3 % humedad. Como se describe en el presente
documento, las formulaciones en polvo seco se pueden utilizar para la administracion por
inhalacién a un paciente. En otras modalidades, las formulaciones en polvo seco se pueden
reconstituir y administrar en forma liquida, ya sea por via oral, intravenosa, parenteral, etc.
Como se describe en este documento, una ventaja de las formulaciones en polvo seco
proporcionadas es el mayor rendimiento para mejorar la capacidad de fabricacion. Una
ventaja adicional es que la plataforma de formulacién descrita en este documento
proporciona una densidad aparente comprimida alta. Esto significa que se puede envasar
una mayor masa de polvo por unidad de suministro (por ejemplo, dentro de una capsula).
Esto significa que se le puede administrar una dosis alta de agente activo por unidad de
administracién al sujeto. Esta sorprendente ventaja puede mejorar el cumplimiento del
paciente al reducir el nUmero de dosis unitarias que se deben tomar. Ademas, la densidad
aparente comprimida alta puede permitir que se administre una dosis mas alta de agente
activo, lo que aumenta el extremo superior del intervalo de dosis administrada. Esto puede
permitir la entrega de agentes activos en dosis terapéuticamente eficaces donde antes no
era posible.

Una "microparticula”, como se usa en el presente documento, se refiere a una particula



sélida que tiene un tamafio de didmetro medio de masa (MMD) de menos de 20 um. El
didmetro medio de masa es una medida del tamafio medio de particula de las
microparticulas, medido utilizando un método adecuado, que incluye, por ejemplo,
sedimentacion centrifuga, microscopia electrénica, dispersion de luz, difraccion laser, etc.
Las formulaciones en polvo seco descritas en el presente documento contienen
convenientemente una pluralidad de microparticulas. Como se usa en la presente,
"pluralidad" se refiere a 2 0 mas de un elemento, y se refiere convenientemente a 5 0 mas,
10 o mas, 50 o més, 100 o mas, 500 o mas, 1000 o mas, etc.

En modaldiades, las formulaciones en polvo seco incluyen una pluralidad de microparticulas,
las microparticulas comprenden convenientemente leucina; alrededor de 1 % a alrededor de
10 % de trileucina en peso; y el fragmento de unién al anticuerpo anti-TSLP definido en el
presente documento. A menos que se indique lo contrario, "agente activo" se refiere a un
fragmento de unién al antigeno derivado de un anticuerpo anti-TSLP, como se define en el
presente documento.

La FIG. 7 muestra una micrografia electronica de barrido de microparticulas de una
formulacion en polvo seco de ejemplo proporcionada en este documento. En modalidades
adicionales, las formulaciones en polvo seco que incluyen una pluralidad de microparticulas
comprenden convenientemente alrededor de 1 % a alrededor de 25 % de leucina; alrededor
de 1% a alrededor de 10 % de trileucina; y el agente activo.

Como se usa en la presente, "leucina", ya sea que esté presente como un solo aminoacido o
como un componente de aminoacido de un péptido, se refiere al aminoacido leucina
(CsH13NO>), que puede ser una mezcla racémica o en su forma D o L, asi como formas
modificadas de leucina (es decir, donde uno o mas atomos de leucina han sido sustituidos
por otro atomo o grupo funcional). La estructura quimica de la leucina se proporciona a

continuacion:
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“Trileucina”, tal como se utiliza en la presente, se refiere al compuesto quimico en el que tres
moléculas de leucina estan unidas en un péptido, como leucina-leucina-leucina (Leu-Leu-

Leu), C1sH3sN304. La estructura quimica de la trileucina se proporciona a continuacion:
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Las cantidades de leucina y trileucina proporcionadas en este documento, a menos que se
indique lo contrario, se proporcionan como porcentajes en peso (% en peso) de las
formulaciones. Como las formulaciones en polvo seco contienen sustancialmente poca o
nada de agua, los componentes en peso de las formulaciones en polvo seco son, por lo
tanto, porcentajes en peso seco de las formulaciones finales.

En modalidades de la formulacion que comprenden leucina; trileucina; y el fragmento de
unién al antigeno, la leucina y la trileucina se mantienen en un intervalo de relacion deseado
que proporciona las caracteristicas de densidad aparente comprimida mejoradas descritas
en este documento, asi como también proporciona las caracteristicas de microparticula
deseadas que permiten un mejor almacenamiento y suministro. En las modalidades, la
relacién en peso de leucina y trileucina en las microparticulas, es decir, leucina:trileucina, es
alrededor de 0,1:1 a alrededor 30:1. En modalidades adicionales, la leucina y la trileucina
estan presentes en una relacion en peso de leucina:trileucina en alrededor de 0,1:1 a
alrededor 25:1, alrededor de 0,5:1 a alrededor 20:1, alrededor de 1:1 a alrededor 20:1,
alrededor de 1:1 a alrededor 15:1, alrededor de 1:1 a alrededor 12:1, alrededor de 1:1 a
alrededor 10:1, alrededor de 1:1 a alrededor 7:1, alrededor de 1:1 a alrededor 6:1, o
alrededor 1:1:, alrededor de 2:1, alrededor de 3:1, alrededor de 4:1, alrededor de 5:1,
alrededor de 5,1:1:, alrededor de 5,2:1 alrededor de 5,25:1, alrededor de 5,3:1, alrededor de
5,4:1, alrededor de 5,5:1, alrededor de 5,75:1 o alrededor de 6:1.

A menos que se indique lo contrario, las proporciones descritas en este documento se
expresan como proporciones en % en peso (p/p— también conocida como “relacion de
peso”), es decir, el peso de leucina:peso de trileucina en las formulaciones descritas en este
documento. Las proporciones se logran proporcionando una concentracion mg/mL deseada
de leucina y trileucina en una materia prima, y luego secado para eliminar el solvente de la
materia prima que tiene como resultado una microparticula atomizada donde la relacion de
concentracion inicial (expresada en mg/mL) se mantiene como una relacion final de
leucina:trileucina en peso.

En el presente documento se describen ejemplos de porcentajes en peso de leucina y



trileucina que se pueden utilizar en las formulaciones en polvo seco para lograr estas
proporciones. Convenientemente, las formulaciones en polvo seco comprenden alrededor
de 5 % a alrededor de 15 % de leucina y alrededor de 1 % a alrededor de 5 % de trileucina.
En modalidades, las formulaciones en polvo seco comprenden alrededor de 8 % a alrededor
de 11 % de leucina y alrededor de 2 % a alrededor de 4 % de trileucina, y en modalidades,
las formulaciones en polvo seco comprenden alrededor de 10,5 % de leucina y alrededor de
2 % de trileucina.

En modalidades de ejemplo, las formulaciones en polvo seco comprenden alrededor de 1 %
a alrededor de 10 % de trileucina en peso, mas convenientemente alrededor de 1 % a
alrededor 9 %, alrededor de 1% a alrededor 8 %, alrededor de 1 % a alrededor 7 %,
alrededor de 1 % a alrededor 6 %, alrededor de 1 % a alrededor 5 %, alrededor de 2 % a
alrededor de 10 %, alrededor de 2 % a alrededor 9 %, alrededor de 2 % a alrededor de 8 %,
alrededor de 2 % a alrededor de 7 %, alrededor de 2 % a alrededor de 6 %, alrededor de 2
% a alrededor de 5 %, alrededor de 2 % a alrededor de 4 %, o alrededor de 1 %, alrededor
de 1,5 %, alrededor de 2 %, alrededor de 2,5 %, alrededor de 3 %, alrededor de 3,5 %,
alrededor de 4 %, alrededor de 4,5 %, alrededor de 5 %, alrededor de 5,5 %, o alrededor de
6 % de trileucina, en peso.

En modalidades de ejemplo, las formulaciones en polvo seco comprenden alrededor de 1 %
a alrededor de 25 % de leucina en peso, mas convenientemente alrededor de 2 % a
alrededor de 20 %, alrededor de 3 % a alrededor de 20 %, alrededor de 4 % a alrededor de
20 %, alrededor de 5 % a alrededor de 20 %, alrededor de 5 % a alrededor de 15 %,
alrededor de 7 % a alrededor de 12 %, alrededor de 8 % alrededor de 11 %, alrededor de 9
% a alrededor de 11 %, alrededor de 10 % a alrededor de 11 % o alrededor de 5 %,
alrededor de 6 %, alrededor de 7 %, alrededor de 8 %, alrededor de 8,5 %, alrededor de
9 %, alrededor de 10 %, alrededor de 10,5 %, alrededor de 11 %, alrededor de 11,5 %,
alrededor de 12 %, alrededor de 12,5 % o alrededor de 13 % de leucina en peso.

En modalidades adecuadas, las formulaciones en polvo seco comprenden alrededor de 8 %
a alrededor de 11 % de leucina y alrededor de 2 % a alrededor de 4 % de trileucina en peso,
mas convenientemente alrededor de 9 % a alrededor de 11 % de leucina, y alrededor de 2
% a alrededor de 3 % de trileucina en peso. En modalidades de ejemplo, las formulaciones
en polvo seco comprenden alrededor de 10,5 % de leucina y alrededor de 2 % de trileucina
en peso.

Como se describe en este documento, se ha descubierto sorprendentemente que el uso de
la combinacién de leucina y trileucina en una formulacién en polvo seco permite reducir la
cantidad total de leucina y trileucina requerida para preparar microparticulas, en

comparacion con las formulaciones en polvo seco que contienen solo uno de estos
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componentes, sin dejar de proporcionar la estabilidad deseada. En determinadas
modalidades, las formulaciones de la presente invencion tienen una mayor densidad
aparente comprimida en comparacion con las formulaciones de la técnica, lo que puede
permitir el suministro de una mayor concentracién de un agente activo a los pulmones de un
paciente después de la inhalacién. Estas caracteristicas mejoradas parecen estar
relacionadas con la incorporacién de leucina y trileucina en las microparticulas.

Un proceso de ejemplo de preparacion de una formulacién en polvo seco, de acuerdo con
las modalidades de este documento, puede tener lugar de la siguiente manera. Una materia
prima liquida que contiene los componentes finales deseados de la formulacion en polvo
seco se atomiza usando un atomizador, hasta obtener una nube fina. A continuacion, la
nube se seca como se describe en este documento. Las gotas atomizadas contienen los
componentes disueltos, inicialmente como una gota liquida. A medida que se seca la gota,
diferentes componentes de la formulaciébn comienzan a saturarse y precipitarse a diferentes
velocidades. Como se describe en este documento, comienza a formarse una capa
alrededor de una superficie exterior de las microparticulas de las formulaciones en polvo
seco. Esta capa incluye convenientemente los componentes de leucina y trileucina en una
superficie exterior de la cubierta. Cabe sefialar que la leucina y la trileucina se ubican
preferentemente en una superficie exterior de las microparticulas, mientras que también se
pueden encontrar cantidades mas pequefias de leucina y trileucina en todas las
microparticulas. En modalidades, se encuentra convenientemente una mayor concentracion
de leucina y trileucina en o cerca de la superficie de las microparticulas, en lugar de cerca
del centro de las microparticulas. En modalidades, el centro de las microparticulas contiene
una cantidad sustancial del agente activo, junto con otros componentes del excipiente como
se describe en este documento, convenientemente en forma amorfa. Como se usa en el
presente documento, una "cantidad sustancial" del agente activo significa que al menos
alrededor de 60 % del agente activo (es decir, del agente activo total en la formulacién) esta
ubicado en o cerca del centro de las microparticulas, convenientemente al menos alrededor
de 70 %, y mas convenientemente al menos alrededor de 75 %, al menos alrededor de 80
%, al menos alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, y
en modalidades alrededor de 95 %-100 %, del agente activo se encuentra en o cerca del
centro de las microparticulas.

En modalidades adicionales, las microparticulas contienen leucina y trileucina ubicadas
sustancialmente en todas las microparticulas, pero con mayores cantidades en o cerca de la
superficie de las microparticulas. Como se usa en la presente, "sustancialmente en todas las
microparticulas” significa que la leucina y/o la trileucina se encuentra en un gradiente desde

la superficie exterior de las microparticulas hacia el centro de las microparticulas, pero
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convenientemente con cantidades decrecientes de leucina y/o trileucina a medida que
avanza hacia el centro, y en modalidades, no se encuentra leucina o trileucina en el centro
de las microparticulas donde se encuentra el agente activo. En otras modalidades, las
cantidades de leucina y trileucina pueden ser sustancialmente uniformes en toda la seccion
transversal de las microparticulas.

En modalidades, sustancialmente cada una de las microparticulas de las formulaciones en
polvo seco comprende leucina vy trileucina. Es decir, convenientemente al menos alrededor
de 60 % de las microparticulas contienen leucina y trileucina, o al menos alrededor de 70 %,
y mas convenientemente al menos alrededor de 75 %, al menos alrededor de 80 %, al
menos alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, y en
modalidades alrededor de 95 %-100 %, de las microparticulas comprenden leucina y
trileucina. En modalidades, cada una de las microparticulas de las formulaciones en polvo
seco comprende leucina y trileucina.

En modalidades adicionales, la leucina y/o la trileucina se puede encontrar en las
formulaciones en polvo seco, pero no esta contenida ni asociada con una microparticula de
la formulacién. De esta manera, en modalidades, la leucina y/o trileucina libre que no se
encuentra asociada con una microparticula puede encontrarse en las formulaciones en
polvo seco. Sin embargo, en general, la cantidad de leucina y/o trileucina libre (es decir, no
asociada con una microparticula) es del orden de menos de alrededor de 10 %, menos de
alrededor de 5 %, menos de alrededor de 1 %, y mas convenientemente menos de
alrededor de 0,1 % de la cantidad total de leucina y/o trileucina en las formulaciones.

En determinadas modalidades, las formulaciones en polvo seco descritas en el presente
documento tienen una densidad aparente comprimida que permite el suministro de una gran
cantidad de agente activo. “Densidad aparente comprimida” se refiere a la masa por unidad
de volumen (convenientemente g/cm®) de un polvo cuando se mide bajo las siguientes
condiciones. Un ensayo adecuado para medir la densidad aparente comprimida (cBD) se
describe en los ejemplos (véase, por ejemplo, el Ejemplo 6). Convenientemente, la densidad
aparente comprimida (CBD) de los polvos se mide usando un analizador de densidad, tal
como un analizador de densidad GeoPyc® Model 1360 (Micromeritics, Norcross, GA). Las
muestras de polvo se preparan convenientemente en un ambiente de baja humedad (< 5 %
de HR), antes de la transferencia a la camara de muestra del analizador de densidad que ha
sido purgada con gas nitrdgeno. Se registra el peso neto de la muestra de polvo y luego se
aplica a la muestra una fuerza de compresion de 10-14 N, convenientemente 12 N, a una
velocidad de 250-350 pasos de consolidacién por segundo, convenientemente 300 pasos de
consolidacion por segundo. La distancia lineal recorrida por el émbolo para cada paso de

consolidacion se traduce en un desplazamiento de volumen de la muestra de polvo. Luego,
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un promedio de las mediciones de cada paso de consolidacién se transforma en un valor de
densidad aparente calculado para la formulacién en polvo seco, expresado en g/cm3.
Convenientemente, la densidad aparente comprimida de una formulacidon en polvo seco
descrita en este documento es de al menos 0,4 g/cm?3, y convenientemente entre alrededor
de 0,4 g/lcm® a alrededor de 1,0 g/cm® y mas convenientemente alrededor de 0,4-0,9
gm/cm?, alrededor de 0,4-0,8 gm/cm3, alrededor de 0,5-0,8 gm/cm?, alrededor de 0,6-
0,8 gm/cm? o alrededor de 0,4 gm/cm?, alrededor de 0,5 gm/cm?, alrededor de 0,6 gm/cm?,
alrededor de 0,7 gm/cm?, o alrededor de 0,8 gm/cm®. En determinadas modalidades, la
densidad aparente comprimida de una formulacion en polvo seco descrita en este
documento es de alrededor de 0,4 gm/cm® a alrededor de 0,9 gm/cm®. En determinadas
modalidades, la densidad aparente comprimida de una formulaciéon en polvo seco descrita
en este documento es de alrededor de 0,5 gm/cm? a alrededor de 0,8 gm/cm?.

La FIG. 8A muestra los resultados de la densidad aparente comprimida en funcién de la
leucina y la trileucina en las formulaciones en polvo seco descritas en la presente. Cada una
de las columnas representa una cantidad de trileucina en las formulaciones. Dentro de cada
columna, la cantidad de leucina aumenta de alrededor de 1 % a alrededor 20 %. Como se
muestra, el aumento de la cantidad de trileucina tiene como resultado una densidad
aparente comprimida mas baja, y el aumento de leucina dentro de cada grupo también
reduce la densidad aparente comprimida. Para lograr una densidad aparente comprimida de
entre alrededor de 0,5 g/cm® a alrededor de 0,8 g/cm® la cantidad de trileucina debe
mantenerse por debajo 4 % en peso.

Las formulaciones descritas en el presente documento comprenden un fragmento de unién
al antigeno de un anticuerpo anti-linfopoyetina estromal timica (anti-TSLP). Ventajosamente,
los inventores han descubierto que las formulaciones descritas en el presente documento
permiten la administracion del fragmento de unién al antigeno mediante inhalacién
directamente hacia el pulmén. La administracién de un fragmento de union al antigeno
terapéuticamente activo de un anticuerpo anti-TSLP mediante inhalacién permite
ventajosamente el uso de medicamentos biolégicos para el tratamiento del asma en un
entorno de atencion primaria.

La secuencia del polipéptido TSLP se proporciona a continuacion:

Met Phe Pro Phe Ala Leu Leu Tyr Val Leu Ser Val Ser Phe Arg Lys lle Phe lle Leu GIn Leu
Val Gly Leu Val Leu Thr Tyr Asp Phe Thr Asn Cys Asp Phe Glu Lys lle Lys Ala Ala Tyr Leu
Ser Thr lle Ser Lys Asp Leu lle Thr Tyr Met Ser Gly Thr Lys Ser Thr Glu Phe Asn Asn Thr
Val Ser Cys Ser Asn Arg Pro His Cys Leu Thr Glu lle GIn Ser Leu Thr Phe Asn Pro Thr Ala
Gly Cys Ala Ser Leu Ala Lys Glu Met Phe Ala Met Lys Thr Lys Ala Ala Leu Ala lle Trp Cys
Pro Gly Tyr Ser Glu Thr GIn lle Asn Ala Thr GIn Ala Met Lys Lys Arg Arg Lys Arg Lys Val Thr
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Thr Asn Lys Cys Leu Glu GIn Val Ser GIn Leu GIn Gly Leu Trp Arg Arg Phe Asn Arg Pro Leu
Leu Lys GIn GIn (SEQ ID NO: 27)

El término "anticuerpo”, como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina
gue comprende al menos dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras conectadas por
enlaces disulfuro. El término "anticuerpo” incluye anticuerpos de origen natural asi como
todas las formas recombinantes de anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos humanizados,
anticuerpos totalmente humanos y anticuerpos quiméricos. Cada cadena pesada
normalmente se compone de una regién variable de cadena pesada (VH) y una region
constante de cadena pesada (CH). Cada cadena ligera normalmente se compone de una
region variable de cadena ligera (VL) y una region constante de cadena ligera (CL). Sin
embargo, el término "anticuerpo" también incluye otros tipos de anticuerpos, tales como
anticuerpos de un solo dominio, anticuerpos de cadena pesada, es decir, anticuerpos
compuestos Unicamente por una o mas cadenas pesadas, en particular, dos, y
nanocuerpos, es decir, anticuerpos compuestos Unicamente por un dominio variable
monomérico simple.

Los fragmentos de unibn a anticuerpos incluyen (i) fragmentos Fab, fragmentos
monovalentes que consisten en la regién variable y el primer dominio constante de cada
cadena pesada y ligera; (ii) fragmentos F(ab)2, fragmentos bivalentes que comprenden dos
fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) fragmentos Fd que
consisten en la regidn variable y el primer dominio constante CH1 de la cadena pesada; (iv)
fragmentos Fv que consisten en la regién variable de cadena pesada y cadena ligera de un
solo brazo de un anticuerpo; (v) fragmentos scFv, fragmentos Fv que consisten en una Unica
cadena de polipéptidos; (vi) fragmentos (Fv)2 que consisten en dos fragmentos Fv unidos
entre si de forma covalente; (vii) un dominio variable de cadena pesada; y (viii) multicuerpos
gue consisten en una regién variable de cadena pesada y una region variable de cadena
ligera unidas covalentemente de tal manera que la asociacion de las regiones variables de
cadena pesada y cadena ligera solo puede ocurrir de forma intermolecular pero no
intramolecular. En modalidades, el fragmento de unién al anticuerpo de la invencién se
selecciona de Fab, Fab', F(ab")2, scFv, minicuerpo o diacuerpo. En determinadas
modalidades, el fragmento de union al anticuerpo es un Fab. En algunas modalidades, el
anticuerpo anti-TSLP del que se deriva el fragmento de unién al antigeno es una IgG1.

Las secuencias de un Fab de ejemplo de la invencion (denominado en el presente
documento Fabs) incluyen:

FAB1 HCDR1

Thr Tyr Gly Met His (SEQ ID NO: 1)

FAB1 HCDR2
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Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys His Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly (SEQ ID NO: 2)

FAB1 HCDR3

Ala Pro GIn Trp Glu Leu Val His Glu Ala Phe Asp lle (SEQ ID NO: 3)

FAB1 VH DE CADENA PESADA

GIn Met GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val GIn Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys
Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Thr Tyr Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly
Leu Glu Trp Val Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys His Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg
Phe Thr lle Thr Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Asn Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Pro GIn Trp Glu Leu Val His Glu Ala Phe Asp lle Trp
Gly GIn Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser (SEQ ID NO: 4)

FAB1 LCDR1

Gly Gly Asn Asn Leu Gly Ser Lys Ser Val His (SEQ ID NO: 5)

FAB1 LCDR2

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser (SEQ ID NO: 6)

FAB1 LCDR3

GlIn Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His Val Val (SEQ ID NO: 7)

FAB1 VL DE CADENA LIGERA

Ser Tyr Val Leu Thr GIn Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly GIn Thr Ala Arg lle Thr Cys Gly
Gly Asn Asn Leu Gly Ser Lys Ser Val His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Val Leu
Val Val Tyr Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Trp lle Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly
Asn Thr Ala Thr Leu Thr lle Ser Arg Gly Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Val Trp
Asp Ser Ser Ser Asp His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu (SEQ ID NO: 8)
FAB1 CADENA PESADA VARIABLE VH (acido nucleico)

cagatgcagt tggttgaatc tggtggcggc gtggtgcagce ctggcagatc tctgagactg 60

tcttgtgceg cctecggctt caccttcaga acctacggaa tgcactgggt ccgacaggec 120

cctggcaaag gattggaatg ggtcgecgtg atttggtacg acggctccaa caagcactac 180

gccgactccg tgaagggcag attcaccatc accagagaca actccaagaa caccctgaac 240

ctgcagatga actccctgag agccgaggac accgcecgtgt actattgtge tagagcccct 300

cagtgggaac tcgtgcatga ggcctttgac atctggggcec agggaacaat ggtcaccgtc 360

tcctca 366 (SEQ ID NO: 9)

FAB1 CADENA LIGERA VARIABLE VL (acido nucleico)

tcatatgttc ttacacaacc accgtcggtt tcggttgctc caggacaaac agctcgaatt 60

acatgcggag gaaacaacct cggatcgaag tcggttcact ggtatcaaca aaagccagga 120

caagctccag ttctcgtggt gtacgatgat tcagatcgac catcatggat cccagagcga 180

ttctcaggat caaactcggg aaatactgcc acgctcacaa tttcacgcgg agaagcggga 240

gatgaagctg attactattg ccaagtgtgg gactcgtcgt cagatcatgt tgttttcgga 300
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ggtggaacaa agctcacagt gctc 324 (SEQ ID NO: 10)

FAB1 CADENA PESADA (polipéptido)

GIn Met GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val GIn Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys
Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Thr Tyr Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly
Leu Glu Trp Val Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys His Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg
Phe Thr lle Thr Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Asn Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Pro GIn Trp Glu Leu Val His Glu Ala Phe Asp lle Trp
Gly GIn Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro
Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro
Lys Ser Cys Asp Lys (SEQ ID NO:28)

FAB1 CADENA LIGERA (polipéptido)

Ser Tyr Val Leu Thr GIn Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly GIn Thr Ala Arg lle Thr Cys Gly
Gly Asn Asn Leu Gly Ser Lys Ser Val His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Val Leu
Val Val Tyr Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Trp lle Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly
Asn Thr Ala Thr Leu Thr lle Ser Arg Gly Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Val Trp
Asp Ser Ser Ser Asp His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly GIn Pro Lys
Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu GIn Ala Asn Lys Ala Thr Leu
Val Cys Leu lle Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro Val
Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys GIn Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr
Leu Ser Leu Thr Pro Glu GIn Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys GIn Val Thr His Glu Gly
Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser (SEQ ID NO:29)

FAB1 CADENA PESADA (acido nucleico)

cagatgcagt tggttgaatc tggtggcggc gtggtgcagce ctggcagatc tctgagactg 60

tcttgtgceg cctecggcett caccttcaga acctacggaa tgcactgggt ccgacaggec 120

cctggcaaag gattggaatg ggtcgecgtg atttggtacg acggctccaa caagcactac 180

gccgactccg tgaagggcag attcaccatc accagagaca actccaagaa caccctgaac 240

ctgcagatga actccctgag agccgaggac accgecgtgt actattgtge tagageccct 300

cagtgggaac tcgtgcatga ggcctttgac atctggggcec agggaacaat ggtcaccgtc 360

tcctcagcect ccaccaaggg cccatcggtc ttcceectgg caccctecte caagagcacc 420

tctgggggca cagcggecct gggcetgectg gtcaaggact acttccccga accggtgacg 480

gtgtcgtgga actcaggcegc cctgaccagce ggegtgcaca ccttcecegge tgtcctacag 540

tcctcaggac tctactcect cagcagegtg gtgacagtge cctccageag cttgggcacc 600

cagacctaca tctgcaacgt gaatcacaag cccagcaaca ccaaggtgga caagagagtt 660
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gagcccaaat cttgtgacaa a 681 (SEQ ID NO:30)

FAB1 CADENA LIGERA (&acido nucleico)

tcatatgttc ttacacaacc accgtcggtt tcggttgctc caggacaaac agctcgaatt 60

acatgcggag gaaacaacct cggatcgaag tcggttcact ggtatcaaca aaagccagga 120

caagctccag ttctcgtggt gtacgatgat tcagatcgac catcatggat cccagagcga 180

ttctcaggat caaactcggg aaatactgcc acgctcacaa tttcacgcgg agaagcggga 240

gatgaagctg attactattg ccaagtgtgg gactcgtcgt cagatcatgt tgttttcgga 300

ggtggaacaa agctcacagt gctcggtcag cccaaggctg ccececteggt cactetgttc 360

ccgccctect ctgaggagct tcaagccaac aaggcecacac tggtgtgtct cataagtgac 420

ttctacccgg gagcecgtgac agtggectgg aaggcagata gcagcecccgt caaggcggga 480

gtggagacca ccacaccctc caaacaaagc aacaacaagt acgcggecag cagctatctg 540

agcctgacgc ctgagcagtg gaagtcccac agaagctaca gctgccaggt cacgcatgaa 600

gggagcaccg tggagaagac agtggcccct acagaatgtt ca 642 (SEQ ID NO:31)

Las formulaciones en polvo seco proporcionadas en la presente comprenden una pluralidad
de microparticulas, las microparticulas comprenden: leucina; alrededor de 1 % a alrededor
de 10 % de trileucina en peso; y el fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo anti-
linfopoyetina estromal timica (TSLP), donde la leucina y la trileucina se presentan en una
relacion de concentracion de leucina:trileucina de alrededor de 0,1:1 a alrededor de 30:1.

En determinadas modalidades, el fragmento de unién al antigeno dentro de la formulacién
en polvo seco comprende

a. un dominio variable de cadena pesada que comprende:

una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO:1, una secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:2, y una secuencia de CDR3 de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO:3, donde cualquiera de las CDR1, 2 o 3 de cadena pesada comprende opcionalmente
una unica sustitucion de aminoéacido, y

b. un dominio variable de cadena ligera que comprende:

una secuencia de CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO:5, una secuencia de CDR2 de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:6, y una secuencia de CDR3 de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:7,
donde cualquiera de las CDR 1, 2 o 3 de cadena ligera comprende opcionalmente una Unica
sustitucién de aminoécido.

En determinadas modalidades, el fragmento de unién al antigeno dentro de la formulacion

en polvo seco comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende una
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secuencia de CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en
la SEQ ID NO:1, una secuencia de CDR2 de cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:2, y una secuencia de CDR3 de cadena pesada
gue tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:3, y una secuencia de
CDR1 de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO:5, una secuencia de CDR2 de cadena ligera gque tiene la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO:6, y una secuencia de CDR3 de cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:7.

En modalidades adicionales, el fragmento de union al antigeno para usar en las
formulaciones en polvo seco comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende la SEQ ID NO:4; y un dominio variable de cadena ligera que comprende la SEQ
ID NO:8. En modalidades adicionales, el fragmento de unién al antigeno para usar en las
formulaciones en polvo seco comprende una cadena pesada que tiene la secuencia
establecida en la SEQ ID NO:28; y una cadena ligera que tiene la secuencia establecida en
la SEQ ID NO:29.

En modalidades adicionales, el fragmento de union al antigeno para usar en las
formulaciones en polvo seco comprende un dominio variable de cadena pesada que es una
secuencia de aminoacidos que es al menos 95 %, 90 %, 85 % u 80 % idéntica a la SEQ ID
NO: 4 y un dominio variable de cadena ligera que es una secuencia de aminoacidos que es
al menos 95 %, 90 %, 85 % u 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 8.

En modalidades adicionales, el fragmento de uni6on al antigeno para usar en las
formulaciones en polvo seco comprende (a) un dominio variable de cadena pesada que es
una secuencia de aminoacidos que es al menos 95 %, 90 %, 85 % u 80 % idéntica a la SEQ
ID NO: 4; o una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de polinucleétidos
gue es al menos 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 30, (b) un dominio variable de cadena ligera
que es una secuencia de aminoacidos que es al menos 95 %, 90 %, 85 % u 80 % idéntica a
la SEQ ID NO: 8; o una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de
polinucleétidos que es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 31; o un dominio variable
de cadena pesada de (a) y un dominio variable de cadena ligera de (b)

Otras secuencias de CDR de cadena ligera (LCDR), dominio variable de cadena ligera (VL),
CDR de cadena pesada (HCDR) y dominio variable de cadena pesada (VH) de fragmentos
de unién al antigeno de la invencién incluyen:

FAB2 LCDR1

Gly Gly Asn Asn lle Gly Ser Lys Ser Val His (SEQ ID NO:11)

FAB2 VL DE CADENA LIGERA

Ser Tyr Val Leu Thr GIn Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly GIn Thr Ala Arg lle Thr Cys Gly
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Gly Asn Asn lle Gly Ser Lys Ser Val His Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly GIln Ala Pro Val Leu Val
Val Tyr Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Trp lle Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly Asn
Thr Ala Thr Leu Thr lle Ser Arg Gly Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Val Trp Asp
Ser Ser Ser Asp His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu (SEQ ID NO:12)

FAB3 LCDR1

Gly Gly Asn Asn Val Gly Ser Lys Ser Val His (SEQ ID NO:13)

FAB3 VL DE CADENA LIGERA

Ser Tyr Val Leu Thr GIn Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly GIn Thr Ala Arg lle Thr Cys Gly
Gly Asn Asn Val Gly Ser Lys Ser Val His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Val Leu
Val Val Tyr Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Trp lle Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly
Asn Thr Ala Thr Leu Thr lle Ser Arg Gly Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Val Trp
Asp Ser Ser Ser Asp His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu (SEQ ID NO:14)
FAB4 HCDR2

Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys His Tyr Ala Glu Ser Val Lys Gly (SEQ ID NO:15)

FAB4 VH DE CADENA PESADA

GIn Met GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val GIn Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys
Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Thr Tyr Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly
Leu Glu Trp Val Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys His Tyr Ala Glu Ser Val Lys Gly Arg
Phe Thr lle Thr Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Asn Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Pro GIn Trp Glu Leu Val His Glu Ala Phe Asp lle Trp
Gly GIn Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser (SEQ ID NO:16)

FAB5 HCDR2

Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys His Tyr Ala Asp Ser Val Lys Ala (SEQ ID NO:17)

FABS5 VH DE CADENA PESADA

GIn Met GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val GIn Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys
Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Thr Tyr Gly Met His Trp Val Arg GiIn Ala Pro Gly Lys Gly
Leu Glu Trp Val Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys His Tyr Ala Asp Ser Val Lys Ala Arg
Phe Thr lle Thr Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Asn Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Pro GIn Trp Glu Leu Val His Glu Ala Phe Asp lle Trp
Gly GIn Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser (SEQ ID NO:18)

FAB6 LCDR1

Gly Gly GIn Asn Leu Gly Ser Lys Ser Val His (SEQ ID NO:19)

FAB6 VL DE CADENA LIGERA

Ser Tyr Val Leu Thr GIn Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly GIn Thr Ala Arg lle Thr Cys Gly
Gly GIn Asn Leu Gly Ser Lys Ser Val His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Val Leu
Val Val Tyr Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Trp lle Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly
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Asn Thr Ala Thr Leu Thr lle Ser Arg Gly Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Val Trp
Asp Ser Ser Ser Asp His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu (SEQ ID NO:20)
FAB7 LCDR1

Gly Gly Asn GIn Leu Gly Ser Lys Ser Val His (SEQ ID NO:21)

FAB7 VL DE CADENA LIGERA

Ser Tyr Val Leu Thr GIn Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly GIn Thr Ala Arg lle Thr Cys Gly
Gly Asn GIn Leu Gly Ser Lys Ser Val His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Val Leu
Val Val Tyr Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Trp lle Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly
Asn Thr Ala Thr Leu Thr lle Ser Arg Gly Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Val Trp
Asp Ser Ser Ser Asp His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu (SEQ ID NO:22)
FAB8 LCDR3

GIn Val Trp Asp Thr Ser Ser Asp His Val Val (SEQ ID NO:23)

FAB8 VL DE CADENA LIGERA

Ser Tyr Val Leu Thr GIn Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly GIn Thr Ala Arg lle Thr Cys Gly
Gly Asn Asn Leu Gly Ser Lys Ser Val His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Val Leu
Val Val Tyr Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Trp lle Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly
Asn Thr Ala Thr Leu Thr lle Ser Arg Gly Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Val Trp
Asp Thr Ser Ser Asp His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu (SEQ ID NO:24)
FAB9 LCDR3

GIn Val Trp Asp Ser Thr Ser Asp His Val Val (SEQ ID NO: 25)

FAB9 VL DE CADENA LIGERA

Ser Tyr Val Leu Thr GIn Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly GIn Thr Ala Arg lle Thr Cys Gly
Gly Asn Asn Leu Gly Ser Lys Ser Val His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Val Leu
Val Val Tyr Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Trp lle Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly
Asn Thr Ala Thr Leu Thr lle Ser Arg Gly Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Val Trp
Asp Ser Thr Ser Asp His Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu (SEQ ID NO:26).
En determinadas modalidades, los dominios de cadena variable pesada y de cadena
variable ligera del fragmento de unién al antigeno de la invencion comprenden cualquiera de

las combinaciones de secuencias de CDR establecidas en la siguiente tabla:

CDR 1,2y 3VH CDR 1,2y 3VL
Fab; SEQIDNOs:1,2y 3 SEQID NOs:5,6y7
Fab, SEQID NOs:1,2y 3 SEQID NO:11,6y 7
Fabs SEQID NOs:1,2y 3 SEQID NO:14,6y 7
Fab, SEQID NO:1,15y 3 SEQ ID NOs:5,6y 7
Fabs SEQIDNOs: 1,17y 3 SEQID NOs:5,6y7
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Fabe SEQIDNOs:1,2y 3 SEQID NOs:19,6y 7
Fab- SEQIDNOs:1,2y 3 SEQ ID NOs:19,6y 7
Fabsg SEQIDNOs:1,2y 3 SEQ ID NOs:5, 6y 23
Fabg SEQIDNOs:1,2y 3 SEQ ID NOs:5, 6y 25

La formulacion descrita en el presente documento puede administrarse en combinacién con
un agente activo adicional para usar en el tratamiento del asma. Los ejemplos de agentes
activos que se pueden administrar en combinacion con la formulacion en polvo seco descrita
en este documento incluyen, de forma no taxativa, corticosteroides inhalados (ICS),
broncodilatadores (incluidos los agonistas beta de accién prolongada (LABA), agonistas
antimuscarinicos de accién prolongada (LAMA), agonista beta de accion corta (SABA) y
agonistas 2 muscarinicos (MABA)), antihistaminicos, antileucotrienos, inhibidores de la
PDE-4, inhibidores de la cinasa Janus e inhibidores de la fosfoinositida 3-cinasa. En
determinadas modalidades, el agente activo adicional se combina en la formulacién de la
invencién junto con el fragmento de unién al anticuerpo anti-TSLP descrito en este
documento.

En modalidades adecuadas, las formulaciones en polvo seco descritas en el presente
documento comprenden ademas un agente de estabilizaciébn de vidrio para ayudar a
estabilizar la formulacion y, en particular, a estabilizar el agente activo. Un "agente de
estabilizacién vitreo" se refiere a un excipiente que estabiliza un agente activo
(convenientemente un polipéptido) en una formulacién en polvo seco, convenientemente
sustituyendo el agua en la superficie del agente activo durante el secado, o impidiendo de
otro modo el proceso de degradacion, y forma un sélido amorfo que incluye el agente activo.
Los ejemplos de agentes de estabilizacion vitreos incluyen sacaridos amorfos, azlcares
poliméricos, amortiguadores, sales o polimeros sintéticos (por ejemplo, &cido poli-L-
glicdlico), asi como mezclas de dichos componentes. En modalidades adecuadas, el agente
de estabilizacion vitreo es un sacarido amorfo. En modalidades adicionales, el agente de
estabilizacion vitreo es un amortiguador. En aldn otras modalidades, las formulaciones
descritas en el presente documento pueden incluir tanto un sacarido amorfo como un
amortiguador, que juntos o por separado pueden actuar como un agente de estabilizacion
vitreo.

Los sacaridos amorfos de ejemplo para usar en las formulaciones descritas en el presente
documento incluyen, de forma no taxativa, trehalosa, sacarosa, rafinosa, inulina, dextrano,
manitol y ciclodextrina. Convenientemente, el sacarido amorfo se encuentra presente en
alrededor de 30 % a alrededor de 70 % (porcentaje en peso) de la formulacion en polvo

seco. En modalidades adicionales, el sacarido amorfo esté presente en alrededor de 30 % a
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alrededor de 65 %, alrededor del 35 % a alrededor 65 %, alrededor de 35 % a alrededor 60
%, alrededor de 40 % a alrededor 60 %, alrededor de 30 % a alrededor 50 %, o alrededor de
30 %, alrededor de 35 %, alrededor de 40 %, alrededor de 45 %, alrededor de 50 %,
alrededor de 55 % o alrededor de 60 %. Convenientemente, el sacarido amorfo es trehalosa,
y esta presente en las formulaciones a alrededor de 30 %-60 %, mas convenientemente
alrededor de 35 %-55 %, o alrededor de 35 %, alrededor de 40 %, alrededor de 45 % o
alrededor de 50 % del peso de la formulacién en polvo seco.

Los amortiguadores de ejemplo que se pueden incluir en las formulaciones en polvo seco,
convenientemente como agentes de estabilizacion vitreos, incluyen varios amortiguadores
de citrato (tal como el citrato de sodio), un amortiguador de fosfato, un amortiguador de
histidina, un amortiguador de glicina, un amortiguador de acetato y un amortiguador de
tartrato, asi como combinaciones de dichos amortiguadores. Las cantidades de
amortiguadores que se pueden incluir en las formulaciones en polvo seco pueden oscilar
entre alrededor de 0,1 % y alrededor de 20 %, mas convenientemente alrededor de 0,5 % a
alrededor 15 %, alrededor de 1 % a alrededor 10 %, alrededor de 2 % a alrededor de 8 %,
alrededor de 3 % a alrededor de 7 %, o alrededor de 1 %, alrededor de 2 %, alrededor de 3
%, alrededor de 4 %, alrededor de 5 %, alrededor de 6 %, alrededor de 7 %, alrededor de 8
%, alrededor de 9 % o alrededor de 10 %.

Los amortiguadores también proporcionan control del pH de las formulaciones en polvo
seco, manteniendo convenientemente un pH entre alrededor de pH 5 y alrededor de 8, por
ejemplo, un pH entre alrededor de pH 5 y alrededor de pH 6, o alrededor de pH 5,5 a
alrededor de pH 6,5 o alrededor de pH 6 a alrededor de pH 7, o alrededor de pH 6,5 a
alrededor de pH 7,5 o alrededor de pH 7 a alrededor de pH 8.

En modalidades adicionales, se proporcionan formulaciones en polvo seco que comprenden
alrededor de 30 %-50 %, trehalosa, alrededor de 10 %-11 % de leucina, alrededor de 1 %-3
% trileucina, alrededor de 8 %-9 % de amortiguador de citrato y un agente activo, mas
convenientemente alrededor de 39 % de trehalosa, alrededor de 10,5 % de leucina,
alrededor de 2% trileucina, alrededor de 8,5 % de amortiguador de citrato y un agente
activo.

En modalidades adicionales, se proporcionan formulaciones en polvo seco que consisten
esencialmente en alrededor de 30 %-50 % de un sacarido amorfo, leucina, alrededor de 1 %
a alrededor de 10 % de trileucina, alrededor de 1 % a alrededor de 10 % de un amortiguador
y un agente activo, donde la leucina y la trileucina estan presentes en una proporcién de
concentracion de leucina:trileucina de alrededor de 0,1:1 a alrededor 30:1. En modalidades
adicionales, se proporcionan formulaciones en polvo seco que consisten esencialmente en

alrededor de 30 %-50 % de un sacarido amorfo, alrededor de 8 % a alrededor de 11 % de
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leucina, alrededor de 2 % a alrededor 4 % de trileucina, alrededor de 1 % a alrededor de 10
% de un amortiguador y un agente activo. Se proporcionan formulaciones en polvo seco
adicionales que consisten esencialmente en alrededor de 35 %-45 % de trehalosa, alrededor
de 9 % a alrededor de 11 % de leucina, alrededor de 2 % a alrededor 3 % de trileucina,
alrededor de 2 % a alrededor de 85 de amortiguador de citrato y un agente activo. En
modalidades adicionales, las formulaciones en polvo seco consisten esencialmente en
alrededor de 39 % de trehalosa, alrededor de 10,5 % de leucina, alrededor de 2 % de
trileucina, alrededor de 8,5 % de un amortiguador de citrato y un agente activo.

En las composiciones y formulaciones que “consisten esencialmente” en los ingredientes
enumerados, tales composiciones y formulaciones contienen los componentes enumerados
y aquellos que no afectan materialmente las caracteristicas basicas y novedosas de las
formulaciones reivindicadas. Los componentes que no afectan materialmente las
caracteristicas basicas y novedosas de las formulaciones reivindicadas son aquellos que no
limitan la capacidad de la leucina y la trileucina para estabilizar las formulaciones en polvo
seco. Convenientemente, las composiciones y formulaciones que consisten esencialmente
en los ingredientes enumerados excluyen especificamente otros aminoacidos o aminoacidos
tripéptidos, pero pueden incluir azlcares adicionales, amortiguadores, etc.

En modalidades de ejemplo, se proporciona una formulacion en polvo seco que comprende
alrededor de 30 - 50 % de trehalosa, alrededor de 10 %-11 % de leucina, alrededor de 1 %-3
% de trileucina, alrededor de 8 %-9 % de amortiguador de citrato y alrededor de 30-50 % de
un fragmento de anticuerpo anti-TSLP, mas convenientemente alrededor de 39 % de
trehalosa, alrededor de 10,5 % de leucina, alrededor de 2 % de trileucina, alrededor de 8,5
% de amortiguador de citrato y alrededor de 40 % de un fragmento de anticuerpo anti-TSLP.
En modalidades de ejemplo adicionales, se proporcionan formulaciones en polvo seco que
consisten esencialmente en alrededor de 30-50 %, trehalosa, alrededor de 10 %-11 % de
leucina, alrededor de 1 %-3 % trileucina, alrededor de 8 %-9 % de amortiguador de citrato y
alrededor de 30-50 % de un fragmento de anticuerpo anti-TSLP, mas convenientemente
alrededor de 39 %d de trehalosa, alrededor de 10,5 % de leucina, alrededor de 2 % de
trileucina, alrededor de 8,5 % de amortiguador de citrato y alrededor de 40 % de agente
activo.Las microparticulas que componen las formulaciones en polvo seco descritas en el
presente documento tienen convenientemente un diametro medio aerodinamico de masa
(MMAD) especificado cuando se proporcionan en forma de aerosol. Las microparticulas
también pueden tener un diametro medio de volumen O6ptico equivalente especificado
(oVMD). El oVMD también puede denominarse distribucion del tamafio de particulas (PSD o
pPSD).

Como se usa en este documento, "didmetro aerodindmico de masa media" o "MMAD" es
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una medida del tamafio aerodindmico de una microparticula dispersa. El diametro
aerodinamico se utiliza para describir un polvo aerosolizado en términos de su
comportamiento de sedimentacién y es el diametro de una esfera de densidad unitaria que
tiene la misma velocidad de sedimentacién, en el aire, que la microparticula. El didmetro
aerodinamico abarca la forma de las particulas, la densidad y el tamafio fisico de una
microparticula. Como se usa en el presente documento, MMAD se refiere al punto medio o
la mediana de la distribucién aerodindmica del tamafio de las particulas de un polvo en
aerosol determinado por impacto en cascada, a menos que se indique lo contrario.
Convenientemente, las microparticulas de las formulaciones en polvo seco proporcionadas
en este documento tienen un didmetro medio aerodindmico de masa (MMAD) de alrededor
de 1 ym a alrededor de 10 um, mas convenientemente de alrededor de 2 um a alrededor de
8 um, de alrededor de 2 um a alrededor de 7 ym, alrededor de 2 um a alrededor de 6 ym,
alrededor de 2 um a alrededor de 5 ym, alrededor de 2 ym a alrededor de 4 ym, alrededor
de 3 ym a alrededor de 7 ym, alrededor de 4 ym a alrededor de 7 ym, alrededor de 3 ym a
alrededor de 6 um, o alrededor de 2 uym, alrededor de 3 ym, alrededor de 4 uym, alrededor de
5 um, alrededor de 6 ym, o alrededor de 7 ym.

Convenientemente, la fraccion de particulas finas (la fraccion de particulas emitidas desde
un dispositivo de inhalacién gque tiene un didmetro aerodindmico de particulas de menos de
5 um de las formulaciones en polvo seco descritas en este documento es =50 %, mas
convenientemente = 60 %. Esta fraccion de particulas finas (FPF) puede contribuir a una
baja retencién en el dispositivo de las formulaciones en polvo seco de menos de 20 %,
convenientemente menos de 15 %, menos de 10 %, o menos de 5 %, permanece en un
dispositivo después de la entrega a un paciente.

En modalidades adicionales, las microparticulas tienen convenientemente un diametro
medio de volumen &ptico equivalente (0VMD) de alrededor de 0,5 um a alrededor de 7 pm.
El diametro medio del volumen éptico equivalente (0VMD) se refiere al diametro medio de
una esfera que mejor se aproxima a una interaccion optica especifica de la microparticula
con la luz, donde la mitad de las microparticulas se aproximan mejor mediante una esfera
equivalente mas pequefa, y la mitad de las microparticulas se aproximan mejor por una
esfera equivalente mayor que la media, cuando se mide utilizando una técnica Optica
adecuada. En modalidades de ejemplo, las microparticulas tienen un didmetro medio de
volumen optico equivalente (oVMD) de alrededor de 0,5 ym a alrededor de 6 um, o
alrededor de 1 uym a alrededor de 5 uym, o alrededor de 1 um a alrededor de 4 um, o
alrededor de 2 ym a alrededor de 4,5 ym, o alrededor de 2,5 ym a alrededor de 4 um, o
alrededor de 2 ym a alrededor de 4 uym, o alrededor de 2 ym a alrededor de 3 ym, o

alrededor de 2 ym a alrededor de 3,5 uym, o alrededor de 1 pm, alrededor de 1,5 ym,
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alrededor de 2 ym, alrededor de 2,5 ym, alrededor de 3 uym, alrededor de 3,5 pym, alrededor
de 4 uym, alrededor de 4,5 ym o alrededor de 5 pm.

Como se describe en este documento, una densidad aparente comprimida alta permite la
administracién de una mayor cantidad de agente activo, utilizando el mismo volumen de
administracion. Ciertos agentes bioldgicos pueden requerir cargas utiles de administracion
de hasta 50 mg/dosis, o superior, para obtener un tratamiento eficaz. Como se muestra
ilustrativamente en la FIG. 8B, la combinacion de leucina y trileucina puede tener como
resultado una formulacion en polvo seco que tiene una mayor densidad aparente y, por lo
tanto, para la misma cantidad de peso de relleno, ocupa un volumen sustancialmente
menor.

Las formulaciones de plataforma de ejemplo que se muestran en la FIG. 8B se proporcionan
a continuacion. LTC indica una formulacién sin trileucina (TLeu), pero que contiene un
amortiguador de leucina, trehalosa y citrato; TTC indica una formulacién sin leucina (Leu),
pero que contiene un amortiguador de trileucina, trehalosa y citrato; TLTC indica la inclusion
de leucina y trileucina, asi como amortiguador de trehalosa y citrato. Cit se refiere al
amortiguador de citrato. Tre se refiere a la trehalosa.

Tabla 1: Formulaciones de plataforma de ejemplo

Plataforma | % Tre % Leu % TLeu % Cit
LTC 46 45 0 9
TTC 81 0 11,2 7,8
TLTC 79 10,5 2 8,5

Las capsulas (capsulas de tamafio 3) de cada formulacion se muestran en los respectivos
pesos de llenado en la FIG. 8B. Como se ilustra, para la formulacion de TLTC, la
combinacién de trileucina y leucina permite el llenado de una capsula con 100 mg de
formulacion en polvo seco, manteniendo al mismo tiempo algo de espacio restante en la
capsula. Las otras formulaciones no pudieron llenarse por encima de alrededor de 70-80 mg
de peso de llenado. Esto representa la gran mejora proporcionada por el uso de leucina y
trileucina en combinacién para preparar una formulacion con una densidad aparente
comprimida alta, lo que permite un peso de llenado alto.

Como se describe en este documento, el uso de leucina y trileucina en las formulaciones en
polvo seco también tiene como resultado microparticulas que tienen los tamafios deseados
(MMAD), asi como el area de superficie especifica (SSA) y la rugosidad deseables, lo que
tiene como resultado microparticulas que pueden fluir convenientemente y administrarse a
los pulmones usando varias plataformas de inhalacion.

El area superficial especifica (SSA) de las microparticulas se define como el &rea superficial

total de las microparticulas por unidad de masa (convenientemente con unidades de m?/g).
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Los métodos para medir el SSA son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo,
mediciones de Brunauer-Emmett-Teller (BET) usando evaluacion de area de superficie
especifica de materiales por adsorcion de nitrogeno medida en funcion de la presion relativa.
El &rea de superficie se determina calculando la cantidad de gas adsorbato correspondiente
a una capa monomolecular en la superficie de las microparticulas. La técnica mide el area
externa y cualquier evaluacion del area de poros para determinar el area de superficie
especifica total. Los instrumentos para medir BET son conocidos en la técnica.

En modalidades, el area de superficie especifica (SSA) de las microparticulas de las
formulaciones en polvo seco es de alrededor de 3 m?/g a unos 8 m?g. En modalidades
adecuadas, la SSA de la pluralidad de microparticulas es de alrededor de 3,5 m?/g-7,5 m?/g,
o alrededor de 4 m?/g-7 m?/g, o alrededor de 4,5 m?/g-7 m?/g, o alrededor de 5 m?/g-7 m?/g,
o alrededor de 4,5 m?/g-6 m?/g, o alrededor de 5 m?g-6 m?/g, o alrededor de 4 m?g,
alrededor de 4,5 m?/g, alrededor de 5 m?g, alrededor de 5,5 m?/g, alrededor de 6 m?/g,
alrededor de 6,5 m?/g, o alrededor de 7 m?%/g.

La FIG. 9 muestra los resultados de la superficie especifica medida mediante BET, en m?/g.
Cada una de las columnas de la FIG. 9 representa una cantidad diferente de trileucina en las
formulacion. Dentro de cada columna, la cantidad de leucina aumenta de alrededor de 1 % a
alrededor 20 %. Las micrografias insertadas demuestran la apariencia fisica de las
microparticulas con un SSA bajo (abajo a la izquierda) y un SSA alto (arriba a la derecha).
Como se muestra, a un % en peso mas bajo de trileucina, SSA permanece por debajo de
alrededor de 5 m?/g, pero aumenta con el aumento de leucina. Sobre alrededor de 2 % de
trileucina, el SSA aumenta a mas de 3,0 m?/g, y también aumenta con el aumento del
porcentaje de leucina. Valores SSA superiores a 5,5 m?/g, y acercandose a 7,0 m?/g, se
logran con cantidades de trileucina por encima de 4 %. Un intervalo deseable de area de
superficie especifica de alrededor de 4-7 m?/g se puede lograr facilmente usando entre
alrededor de 1-6 % trileucina, y cantidades de leucina entre alrededor de 1-20 %. Como se
muestra, al utilizar una cantidad de trileucina por debajo de alrededor de 6 %, la cantidad de
leucina se puede mantener por debajo 10 %, incluso debajo 5 %, y todavia mantener un
SSA deseable y microparticulas con una rugosidad superficial. La micrografia en la parte
superior izquierda muestra la forma de las microparticulas de las formulaciones en polvo
seco descritas en el presente documento, mostrando un tamafio deseable, una superficie
especifica y una rugosidad superficial.

En determinadas modalidades, la formulacién en polvo seco tiene una densidad aparente
comprimida de alrededor de 0,4-1,0 g/cm®. Convenientemente, la densidad aparente
comprimida de la formulacion en polvo seco es de alrededor de 0,5-0,8 g/cm3®. En

modalidades, la densidad aparente comprimida de una formulaciéon en polvo seco descrita
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en la presente es alrededor de 0,4-0,9 gm/cm?, alrededor de 0,4-0,8 gm/cm?, alrededor de
0,5-0,8 gm/cm?3, alrededor de 0,6-0,8 gm/cm? o alrededor de 0,4 gm/cm?, alrededor de 0,5
gm/cm3, alrededor de 0,6 gm/cm?, alrededor de 0,7 gm/cm?3, o alrededor de 0,8 gm/cm?3. En
determinadas modalidades, la densidad aparente comprimida de una formulacion en polvo
seco descrita en este documento es de alrededor de 0,4 gm/cm? a alrededor de 0,9 gm/cm3.
En determinadas modalidades, la densidad aparente comprimida de una formulacion en
polvo seco descrita en este documento es de alrededor de 0,5 gm/cm® a alrededor de 0,8
gm/cm3,

Las formulaciones en polvo seco incluyen convenientemente un agente de estabilizacion de
vidrio como se describe en el presente documento, que incluye un sacarido amorfo o un
amortiguador, o el uso tanto de un sacérido amorfo como de un amortiguador. Los sacéridos
amorfos de ejemplo incluyen los descritos en la presente, inclusive trehalosa, sacarosa,
rafinosa, inulina, dextrano y ciclodextrina. Convenientemente, el sacarido amorfo esta
presente en alrededor de 30 % a alrededor de 70 %, y en modalidades es trehalosa,
convenientemente presente en alrededor de 35 %-60, 0 35 %-55 %.

Los amortiguadores de ejemplo para usar en las formulaciones en polvo seco se describen
en el presente documento e incluyen un amortiguador de citrato, un amortiguador de fosfato
y un amortiguador de tartrato. Convenientemente, el amortiguador estd presente en
alrededor de 1 % a alrededor 10 %, y en modaldiades es un amortiguador de citrato. En
determinadas modalidades, el pH del amortiguador de citrato es de alrededor de pH 5,5 a
alrededor de pH 6,5, tal como alrededor de pH 5,5, alrededor de pH 5,6, alrededor de pH
5,7, alrededor de pH 5,8, alrededor de pH 5,9, alrededor de pH 6,0, alrededor de pH 6,1,
alrededor de pH 6,2, alrededor de pH 6,3, alrededor de pH 6,4 o alrededor de pH 6,5. En
determinadas modalidades, el pH del amortiguador de citrato es alrededor de 6,4.

En determinadas modalidades, las formulaciones en polvo seco descritas en el presente
documento comprenden un tensioactivo. Tal como se define en el presente documento,
"tensioactivo" se refiere a una molécula o compuesto que reduce la aglomeraciéon de
particulas, la adhesion de particulas a la superficie de una capsula, las paredes del
recipiente o los componentes de la valvula de un dispositivo de administracion inhalable.
También se ha encontrado que un tensioactivo reduce la formacion de particulas subvisibles
(SVP) tras la reconstitucion de la formulacion. Eliminar o reducir la formacion de SVP
simplifica la caracterizacién analitica de la formulacién, ya que elimina la carga de rastrear la
formacion de SVP durante la fabricacion. La caracterizacion analitica de SVP puede implicar
el desarrollo de técnicas ortogonales para identificar y cuantificar las SVP con fines de
control de calidad. Por lo tanto, eliminar las SVP o reducirlas a niveles aceptables elimina la

necesidad de este paso de caracterizacion del proceso de fabricacion, agilizando la
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fabricacion. La eliminacion de las SVP también puede hacer que el intervalo de dosis sea
mas predecible, ya que se desconoce la cinética de liberacion del farmaco de las SVP.
Ademas, es probable que la eliminacion de las SVP aumente la cantidad de agente activo
disponible para participar en la actividad farmacolégica posterior a la reconstitucion, lo que
puede significar no solo que se puede lograr una dosis administrada mas alta, sino que
también se puede calcular una prediccion mas precisa de la dosis administrada. Una dosis
administrada mas alta también puede beneficiar al paciente, por ejemplo, al reducir
potencialmente el nimero o la frecuencia de las dosis que deben administrarse para obtener
un beneficio farmacolégico.

Una "particula subvisible" ("SVP") es una particula no visible a simple vista de alrededor de
1 pum a alrededor de 200 um. La presencia de particulas subvisibles se puede determinar
reconstituyendo una formulacién en polvo seco y el liquido que tiene una calidad turbia. La
determinacion real de la presencia de SVP se puede confirmar utilizando una técnica como
la formacion de imagenes de microflujo. Las imagenes de microflujo (o MFI) combinan la
microscopia de flujo de microfluidos y el analisis de particulas de imagenes de alta
resolucion para cuantificar los recuentos de SVP. MFI puede agrupar estos recuentos en un
intervalo de tamafos de particulas, por ejemplo, agrupando los recuentos de particulas en
un intervalo de tamafio de alrededor de 1 a alrededor de 200 pum, de alrededor de 2 um a
alrededor de 200 um, de alrededor de 5 um a alrededor de 200 um, de alrededor de 10 um a
alrededor de 200 um y alrededor de 25 um a alrededor de 200 um. Los ejemplos muestran
gue la inclusién de un tensioactivo en la formulacién en polvo seco reduce la presencia de
SVP en cada intervalo de tamafio de particula en comparacién con una formulaciéon de
control en la que no hay tensioactivo (por ejemplo, Fig. 15A). Por lo tanto, en determinadas
modalidades, una formulacién en polvo seco descrita en el presente documento comprende
un tensioactivo, donde tras la reconstitucion, se reduce el nimero de particulas subvisibles
en la formulacion. En algunas modalidades, el numero de particulas subvisibles disminuye
en comparaciéon con una formulacién equivalente que no tiene tensioactivo.

En determinadas modalidades, el nimero de SVP de alrededor de 25 um a alrededor de
200 um de tamafio se reduce por debajo de 30.000 particulas por ml, tal como 25.000
particulas por ml, 20.000 particulas por ml, 15.000 particulas por ml, 10.000 particulas por
ml o 5000 particulas por ml. En determinadas modalidades, el nimero de SVP de alrededor
de 25 um a alrededor de 200 um de tamafio se reduce por debajo de 1.000 particulas por
ml. En determinadas modalidades, el numero de SVP de alrededor de 25 um a alrededor de
200 um de tamafio se reduce por debajo de 1000 particulas por ml. En determinadas
modalidades, el nimero de SVP de alrededor de 25 pm a alrededor de 200 um de tamafio

se reduce por debajo de 100 particulas por ml.
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En determinadas modalidades, el numero de SVP de alrededor de 10 um a alrededor de
200 um de tamafio se reduce por debajo de 100.000 particulas por ml, tal como 90.000
particulas por ml, 80.000 particulas por ml, 70.000 particulas por ml, 60.000 particulas por
ml, 50.000 particulas por ml, 40.000 particulas por ml o 30.000 particulas por ml. En
determinadas modalidades, el nimero de SVP de alrededor de 10 um a alrededor de 200
um de tamafio se reduce por debajo de 10.000 particulas por ml. En determinadas
modalidades, el nUmero de SVP de alrededor de 10 um a alrededor de 200 um de tamafio
se reduce por debajo de 1000 particulas por ml. En determinadas modalidades, el nimero
de SVP de alrededor de 10 pm a alrededor de 200 um de tamafio se reduce por debajo de
100 particulas por ml.

En determinadas modalidades, el nimero de SVP de alrededor de 5 pm a alrededor de
200 um de tamafio se reduce por debajo de 200.000 particulas por ml, tal como 180.000
particulas por ml, 170.000 particulas por ml, 160.000 particulas por ml, 150.000 particulas
por ml 0 140.000 particulas por ml. En determinadas modalidades, el nimero de SVP de
alrededor de 5 um a alrededor de 200 um de tamafio se reduce por debajo de 50.000
particulas por ml. En determinadas modalidades, el nimero de SVP de alrededor de 5 um a
alrededor de 200 um de tamafio se reduce por debajo de 10.000 particulas por ml. En
determinadas modalidades, el nimero de SVP de alrededor de 5 um a alrededor de 200 pum
de tamafio se reduce por debajo de 2000 particulas por ml.

En determinadas modalidades, el numero de SVP de alrededor 2 um a alrededor de 200 um
en tamafio disminuyen a menos de 1x10° particulas por ml, tal como 0,8x10° particulas por
ml, 0,7x10° particulas por ml, 0,6x10°® particulas por ml o 0,5x10° particulas por ml. En
determinadas modalidades, el nimero de SVP de alrededor de 2 um a alrededor de 200 pum
de tamafio se reduce por debajo de 100.000 particulas por ml. En determinadas
modalidades, el numero de SVP de alrededor de 2 um a alrededor de 200 um de tamafio se
reduce por debajo de 50.000 particulas por ml. En determinadas modalidades, el nimero de
SVP de alrededor de 2 um a alrededor de 200 um de tamafio se reduce por debajo de
10.000 particulas por ml.

En determinadas modalidades, el nimero de SVP de alrededor 1 um a alrededor de 200 um
en tamafio disminuyen a menos de 2x10° particulas por ml, tal como 1,8x10° particulas por
ml, 1,7x10° particulas por ml, 1,6x10° particulas por ml o 1,5x10°8 particulas por ml. En
determinadas modalidades, el nUmero de SVP de alrededor de 1 um a alrededor de 200 um
de tamafio se reduce por debajo de 200.000 particulas por ml. En determinadas
modalidades, el nimero de SVP de alrededor de 1 um a alrededor de 200 um de tamafio se
reduce por debajo de 150.000 particulas por ml.

En determinadas modalidades, el nimero de SVP de alrededor de 25 um a alrededor de
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200 um de tamafio se reduce mas de 2 veces, tal como mas de 3 veces, mas de 4 veces,
mas de 5 veces, mas de 6 veces, mas de 7 veces, mas de 8 veces 0 mas de 9 veces, tras la
reconstituciéon, en comparacion con un control de referencia. En determinadas modalidades,
el numero de SVP de alrededor de 25 um a alrededor de 200 um de tamafio se reduce mas
de 10 veces tras la reconstitucion en comparacion con el control de referencia.

En determinadas modalidades, el numero de SVP de alrededor de 10 um a alrededor de
200 um de tamafio se reduce mas de 2 veces, tal como mas de 3 veces, mas de 4 veces,
mas de 5 veces, mas de 6 veces, mas de 7 veces, mas de 8 veces 0 mas de 9 veces, tras la
reconstitucion, en comparacion con un control de referencia. En determinadas modalidades,
el nimero de SVP de alrededor de 10 um a alrededor de 200 um de tamafio se reduce mas
de 10 veces tras la reconstitucion en comparacion con el control de referencia.

En determinadas modalidades, el nimero de SVP de alrededor de 5 pm a alrededor de
200 um de tamafio se reduce mas de 2 veces, tal como més de 3 veces, méas de 4 veces,
mas de 5 veces, mas de 6 veces, mas de 7 veces, mas de 8 veces 0 mas de 9 veces, tras la
reconstitucion, en comparacion con un control de referencia. En determinadas modalidades,
el nimero de SVP de alrededor de 5 um a alrededor de 200 um de tamafio se reduce mas
de 10 veces tras la reconstitucion en comparacion con el control de referencia.

En determinadas modalidades, el numero de SVP de alrededor de 2 um a alrededor de
200 um de tamafio se reduce mas de 2 veces, tal como mas de 3 veces, mas de 4 veces,
mas de 5 veces, mas de 6 veces, mas de 7 veces, mas de 8 veces 0 mas de 9 veces, tras la
reconstitucién, en comparacion con un control de referencia. En determinadas modalidades,
el nimero de SVP de alrededor de 2 um a alrededor de 200 um de tamafio se reduce mas
de 10 veces tras la reconstitucibn en comparacion con el control de referencia. En
determinadas modalidades, el nimero de SVP de alrededor de 2 um a alrededor de 200 um
de tamafo se reduce mas de 100 veces tras la reconstitucién en comparacion con el control
de referencia.

En determinadas modalidades, el nimero de SVP de alrededor de 1 um a alrededor de
200 um de tamafio se reduce mas de 2 veces, tal como més de 3 veces, méas de 4 veces,
mas de 5 veces, mas de 6 veces, mas de 7 veces, mas de 8 veces o mas de 9 veces, tras la
reconstitucion, en comparaciéon con un control de referencia. En determinadas modalidades,
el numero de SVP de alrededor de 1 um a alrededor de 200 um de tamafio se reduce mas
de 10 veces tras la reconstitucion en comparacion con el control de referencia.

En determinadas modalidades, el control de referencia es una formulacién equivalente que
carece de un tensioactivo. En algunas modalidades, la formulacién se reconstituye en agua.
En algunas modalidades, la formulacion se reconstituye a una concentracion de agente

activo de 30 mg/ml. En algunas modalidades, la formulacion se reconstituye a una
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concentracion de agente activo de 2,5 mg/ml. En algunas modalidades, el nimero de SVP
se determina mediante imagenologia de microflujo (MFI). En determinadas modalidades, el
namero de SVP se determina mediante imagenologia de microflujo (MFI) mediante el uso de
un método como se define en los ejemplos.

Los tensioactivos de ejemplo adecuados para su uso en las formulaciones en polvo seco
descritas en el presente incluyen, de forma no taxativa, polisorbato-20 (PS-20), polisorbato-
40 (PS-40), polisorbato-60 (PS-60), polisorbato-80 (PS-80) y poloxamero-188. En
determinadas modalidades, las formulaciones descritas en el presente documento
comprenden PS-80, convenientemente a una concentracion en el intervalo de alrededor de
0,27 % en peso a alrededor de 2,7 % en peso, convenientemente de alrededor de 0,27 %
en peso a alrededor de 1,33 % en peso, convenientemente de alrededor de 0,67 % en peso
a alrededor de 1,33 % en peso. En determinadas modalidades, la formulacion comprende
PS-80 a una concentracion en el intervalo de alrededor de 0,3 % en peso a alrededor de 3
% en peso. En determinadas modalidades, la formulacion comprende PS-80 a una
concentracion en el intervalo de alrededor de 0,3 % en peso a alrededor de 2,5 % en peso.
En determinadas modalidades, la formulacion comprende PS-80 a una concentracion en el
intervalo de alrededor de 0,5 % en peso a alrededor de 2,5 % en peso. En determinadas
modalidades, la formulacién comprende PS-80 a una concentracién en el intervalo de
alrededor de 0,5 % en peso a alrededor de 2 % en peso. En determinadas modalidades, la
formulacién comprende PS-80 a una concentracion en el intervalo de alrededor de 0,5 % en
peso a alrededor de 1,5 % en peso.

En modalidades de ejemplo, la formulacion comprende PS-80 a una concentracién en el
intervalo de alrededor de 0,67 % a alrededor de 1,33 %.

En modalidades de ejemplo, la formulacion comprende PS-80 a una concentracién de
alrededor de 0,7 % (p/p), alrededor de 0,8 % (p/p), alrededor de 0,9 % (p/p), alrededor de
1,0% (p/p), alrededor de 1,1 % (p/p), alrededor del 1,2 % (p/p), o alrededor de 1,3 % (p/p).
En algunas modalidades, la formulacion comprende PS-80 a una concentracion de
alrededor de 1,1 % (p/p).

En modalidades de ejemplo, la composicion comprende PS-80 a una concentracion de
0,7 % £ 0,35 (p/p), alrededor de 0,8 % + 0,4 (p/p), alrededor de 0,9 % + 0,45 (p/p), alrededor
de 1,0 % + 0,5 (p/p), alrededor de 1,1 % = 0,55 (p/p), alrededor de 1,2 % * 0,6 (p/p),
alrededor de 1,3 % + 0,65 (p/p), alrededor de 1,4 % + 0,7 (p/p), alrededor de 1,5 % * 0,75
(p/p), alrededor de 1,6 % + 0,8 (p/p) o alrededor de 1,7 % + 0,75 (p/p). En algunas
modalidades, la formulacion comprende PS-80 a una concentracion de alrededor de 1,1 % +
0,55 (p/p).

En determinadas modalidades, las formulaciones descritas en la presente comprenden
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poloxdmero-188 convenientemente en una concentracion en el intervalo de alrededor de 1
% en peso a alrededor de 10 % en peso. En modalidades de ejemplo, la formulacion
comprende poloxamero-188 (P188) a una concentracion en el intervalo de alrededor de 0,67
% a alrededor de 2,67 %. En determinadas modalidades, la formulacién comprende P188 a
una concentracién en el intervalo de alrededor de 0,3 % en peso a alrededor de 3 % en
peso. En determinadas modalidades, la formulacién comprende P188 a una concentracion
en el intervalo de alrededor de 0,3 % en peso a alrededor de 2,5% en peso. En
determinadas modalidades, la formulacion comprende P188 a una concentracién en el
intervalo de alrededor de 0,5 % en peso a alrededor de 2,5 % en peso. En determinadas
modalidades, la formulacion comprende P188 a una concentracién en el intervalo de
alrededor de 0,5 % en peso a alrededor de 2 % en peso. En determinadas modalidades, la
formulacién comprende P188 a una concentracion en el intervalo de alrededor de 0,5 % en
peso a alrededor de 1,5 % en peso.

En modalidades de ejemplo, la formulacion comprende P188 a una concentracién en el
intervalo de alrededor de 0,67 % a alrededor de 1,67 %.

En modalidades de ejemplo, la formulacion comprende P188 a una concentracion de
alrededor de 0,7 % (p/p), alrededor de 0,8 % (p/p), alrededor de 0,9 % (p/p), alrededor de
1,0% (p/p), alrededor de 1,1 % (p/p), alrededor del 1,2 % (p/p), o alrededor de 1,3 % (p/p),
alrededor de 1,4 % (p/p), alrededor de 1,5 % (p/p), alrededor de 1,6 % (p/p) o alrededor de
1,7 % (p/p).

En modalidades de ejemplo, la formulacién en polvo seco comprende alrededor de 39 % de
trehalosa, alrededor de 10,5 % de luecina, alrededor de 2 % de trileucina, alrededor de 8,5
% de amortiguador de citrato y el agente activo.

Los tamafios adecuados para las microparticulas de las formulaciones en polvo seco se
describen en la presente y, en modalidades, la pluralidad de microparticulas tiene un
diametro aerodinamico de masa media (MMAD) de alrededor de 2 um a alrededor de 4 pm
cuando se proporciona en forma de aerosol. Las areas superficiales especificas adecuadas
(SSA) de las microparticulas se describen en este documento e incluyen, por ejemplo, un
area superficial especifica de alrededor de 4-7 m?/g. Convenientemente, las microparticulas
tienen un diametro medio de volumen 6ptico (0VMD) de alrededor de 1 uym a alrededor de 5
pm.

En modalidades adicionales, en el presente documento se proporciona un método para
preparar una formulacibn en polvo seco. En modalidades, el método comprende
convenientemente preparar una materia prima liquida, que comprende leucina, alrededor de
0,1 mg/mL a alrededor de 6 mg/mL trileucina, el agente activo, y que comprende

convenientemente ademas un agente de estabilizacion de vidrio. Si se desea, se puede
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omitir un agente de estabilizacién de vidrio como se describe en este documento de las
formulaciones en polvo seco. La materia prima liquida también puede comprender un
tensioactivo. La materia prima liquida se prepara combinando estos componentes en un
disolvente liquido, para crear una materia prima en la que se disuelve cada uno de los
componentes. Se puede afiadir calentamiento segin se desee 0 se requiera para aumentar
la solubilidad de los diversos componentes para formar la materia prima liquida. Los
disolventes liquidos de ejemplo incluyen agua, inclusive agua desionizada, asi como
soluciones diluidas de alcoholes con agua. En modalidades, el agente activo se agrega
convenientemente a la materia prima liquida después de la adicién y disolucion de los
componentes restantes de la materia prima.

En modalidades adecuadas de los métodos de preparacion, la leucina y la trileucina estan
presentes en una proporcion de concentracion de leucina:trileucina acerca de 0,1:1 a
alrededor 30:1 en la materia prima liquida. Como se describe en este documento, cuando se
prepara una materia prima liquida, la leucina y la trileucina se proporcionan como cantidades
en mg/mL. Por lo tanto, en tales modalidades, la relacion de concentracion de
leucina:trileucina de alrededor de 0,1:1 a alrededor 30:1 en el volumen establecido de la
materia prima liquida corresponde a la relacién de leucina:trileucina en peso en la materia
prima liquida. En modalidades adicionales, la leucina y la trileucina se encuentran presentes
en una relacién de concentraciéon de leucina:trileucina de alrededor de 0,1:1 a alrededor de
25:1, alrededor de 0,5:1 a alrededor de 20:1, alrededor de 1:1 a alrededor de 20:1, alrededor
de 1:1 a alrededor de 15:1, alrededor de 1:1 a alrededor de 12: 1, alrededor de 1:1 a
alrededor de 10:1, alrededor de 1:1 a alrededor de 7:1, alrededor de 1:1 a alrededor de 6:1,
0 alrededor de 1:1:, alrededor de 2:1, alrededor de 3:1, alrededor de 4:1, alrededor de 5:1,
alrededor de 5:1:1:, alrededor de 5,2:1 alrededor de 5,25:1, alrededor de 5,3:1, alrededor de
5,4:1, alrededor de 5,5:1, alrededor de 5,75:1 o alrededor de 6:1, en la materia prima liquida.
A continuacion, la materia prima liquida puede atomizarse. En determinadas modalidades, la
materia prima liquida se filtra antes de la atomizacién. En determinadas modalidades, la
materia prima liquida se filtra a través de un filtro de 0,22 micrones. En determinadas
modalidades, la materia prima liquida que comprende leucina y trileucina se filtra antes de la
adicion del agente activo. En determinadas modalidades, la materia prima liquida se filtra
antes de la adicién del agente activo antes de atomizarse. La atomizacion se refiere a
convertir la materia prima liquida en gotitas finas, utilizando convenientemente un gas
presurizado (tal como CO; 0 un gas inerte). Los dispositivos de ejemplo para producir una
materia prima liquida atomizada se conocen en la técnica e incluyen el uso de varias
boquillas atomizadoras que tienen los tamafios y caracteristicas de flujo deseados. Los

parametros de ejemplo para la atomizacién que incluyen una temperatura de salida de
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alrededor de 50 °C-90 °C, convenientemente alrededor de 60 °C-80 °C, o alrededor de 70
°C; una tasa de alimentacibn de materia prima de alrededor de 8-15 ml/min,
convenientemente alrededor de 9-14 ml/min, alrededor de 10-13 ml/min, o alrededor de 12
ml/min; un flujo de gas atomizador de alrededor de 9-15 kg/hora (hr o h), convenientemente
alrededor de 10-14 kg/hr, alrededor de 12-14 kg/hr, o alrededor de 13 kg/hr; y tasa de flujo
de gas de secado de alrededor de 60-100 kg/hr, convenientemente alrededor de 60-90
kg/hr, alrededor de 70-90 kg/hr, o alrededor de 80 kg/hr.

A continuacion, la materia prima liquida atomizada se puede secar, convenientemente con
calor y en combinacion con un flujo de aire para ayudar en el secado. El resultado del
secado da lugar a una pluralidad de microparticulas. Las temperaturas de secado oscilan
tipicamente entre alrededor de 50 °-100 °C, o alrededor de 60°-100 °C, o alrededor de 70 © -
90 °C; el flujo de aire puede ser del orden de unos 10-40 m®hora.

En el presente documento se describen ejemplos de agentes de estabilizaciéon vitreo, que
incluyen sacaridos amorfos y amortiguadores, asi como cantidades adecuadas de los
agentes de estabilizacion vitrea. También se proporcionan cantidades adecuadas de leucina
y trileucina. Dado que la formulacion en polvo seco final debe contener las cantidades
indicadas de leucina y trileucina (y otros componentes), dichas cantidades también se
utilizan en la materia prima liquida. El resultado del proceso de secado que sigue a la
atomizacién es que se elimina cualquier disolvente liquido y, por lo tanto, la cantidad total
del peso seco original de los componentes corresponde al peso seco final de los
compuestos en la formulacién en polvo seco. Los agentes activos de ejemplo también se
describen en este documento.

Los métodos de preparacién de formulaciones en polvo seco descritos en este documento
proporcionan convenientemente microparticulas que tienen las caracteristicas fisicas
deseadas indicadas, que incluyen la densidad aparente comprimida, el area superficial
especifica y los tamafios deseados. Los tamafios de ejemplo se describen en este
documento, al igual que los SSA de ejemplo, que incluyen un area de superficie especifica
de menos de alrededor de 10 m?g, convenientemente alrededor de 4-7 m?g.
Convenientemente, los métodos proporcionan una pluralidad de microparticulas que tienen
un diametro medio de volumen 6ptico equivalente (0VMD) de alrededor de 1 um a alrededor
de 5 uym, como se describe en el presente documento; un diametro aerodinamico de masa
media (MMAD) de alrededor de 2 uym a alrededor de 4 um cuando se proporciona en forma
de aerosol; una densidad aparente comprimida de alrededor de 0,4 g/cm? -0,8 g/cm?®.

Una ventaja de los métodos de preparacion de formulaciones en polvo seco descritos en la
presente se relaciona con la naturaleza de alto rendimiento del proceso. Por ejemplo, si se

establece un flujo de atomizacion en 20 ml/min, el siguiente rendimiento en gramos/hora se
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encuentra determinado.

Tabla 2: Implicaciones de la concentracién en el rendimiento

Implicaciones de la concentracién en el rendimiento

Contenido | Contenido Carga méxdeLSﬁ"dDS Rendimiento (g/hr)

de leucina | de trileucina (ma/mL) (a velocidad de flujo del liquido de 20

(Solubiidad max limitada) mlmin del proceso)

20.08: 25 30

B0. 08¢ 33 40

45 (Bt 44 53

10.08: S0 60

30008 6 B0

10.5% 2.0% 190 229

10,08 2.5% 200 240

3.08 2.0 250 300

Como se establece, usando solo trileucina en una materia prima, con una concentracion
méaxima de trileucina de 5 mg/mL, se alcanz6 una carga maxima de soélidos de 25 mg/mL
(relacionado con la solubilidad maxima). Esto tiene como resultado un total de 30 g/hora.
Con solo leucina en 60 %, con una concentracion maxima de leucina de 20 mg/mL, se
alcanzé una carga maxima de sélidos de 33 mg/mL, y un rendimiento de 40 g/hora. También
se muestran resultados adicionales para el uso de solo leucina y trileucina. En contraste,
para las tres materias primas examinadas que contenian tanto leucina como trileucina, una
carga maxima de solidos de 250 mg/mL y un rendimiento de 300 g/hora se alcanz6 usando
s6lo 8 % de leucina y 2 % de trileucina. Este fue un hallazgo sorprendente e inesperado de
las ventajas de los métodos y formulaciones descritos en el presente documento, ya que se
puede proporcionar una particula dispersable usando cantidades relativamente pequefias de
leucina y trileucina, pero que también permite una gran cantidad de produccién. Tal alto
rendimiento impacta en gran medida en la capacidad de escalar la produccion de las
formulaciones en polvo seco descritas en este documento cuando se requieren grandes
cantidades de las formulaciones.

Los métodos y formulaciones descritos en la presente permiten la produccién de capsulas,
blisteres, etc., y otros envases adecuados para formulaciones en polvo seco. Dichos
recipientes se pueden producir con 10-200 mg en polvo seco, convenientemente 10-100 mg
0 25-75 mg 0 50 mg o una formulacién en polvo seco. Dichos recipientes pueden suministrar
convenientemente de 0,1-10 mg de una formulaciéon en polvo seco a los pulmones de un
paciente.

En algunas modalidades, el uso de los métodos descritos en el presente documento

proporciona formulaciones en polvo seco que pueden reducir el nimero total de capsulas
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requeridas para usar en un dispositivo de inhalacién. Por ejemplo, el volumen requerido para
administrar 50-100 mg de agente activo se puede reducir de dos capsulas 00 mas grandes a
una sola capsula de tamafio 3.

Los métodos descritos en el presente documento también proporcionan un mecanismo para
aumentar la densidad aparente comprimida y el &area superficial especifica de una
formulaciéon en polvo seco que comprende una pluralidad de microparticulas. Como se
describe a lo largo de la presente, al incorporar leucina y trileucina en la formulacion en
polvo seco, se obtiene una densidad aparente comprimida de alrededor de 0,4-1,0 g/cm?®
(convenientemente alrededor de 0,5-0,8 g/cm?®), se puede lograr faciimente. Ademas, una
superficie especifica de unos 5-10 m?/g (convenientemente unos 5 m?/g a unos 7 m?g),
también se puede lograr. En modalidades adicionales, los tamafios de las microparticulas
pueden formarse en los intervalos descritos en la presente, inclusive microparticulas con un
diametro aerodinamico de masa media (MMAD) de alrededor de 2 um a alrededor de 4 pm
cuando se proporciona en una forma de aerosol.

Los métodos para producir una forma de aerosol de una formulacion en polvo seco se
conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, el uso de dispositivos inhaladores como un
inhalador en polvo seco (DPI) (por ejemplo, un DPI Monodose RS0l de PLASTIAPE
(Osnago, Italia). Las formulaciones en polvo seco descritas en este documento se pueden
dispensar en una corriente de gas mediante un dispositivo de inhalacién pasivo o activo, y
permanecer suspendidas en el gas durante un tiempo suficiente para que el paciente inhale
al menos una parte de las microparticulas para que una parte de las microparticulas llegue a
los pulmones.

También se proporcionan en este documento métodos para tratar una afeccion médica en
un paciente mamifero, que incluyen la administracién al paciente por inhalacion (incluido un
inhalador en polvo seco) de las formulaciones en polvo seco como se describe en este
documento.

Las condiciones médicas que se pueden tratar usando los métodos descritos en este
documento incluyen aquellas que afectan el sistema nervioso, el sistema endocrino, el
sistema muscular, el sistema cardiovascular, el sistema digestivo, el sistema respiratorio (y
especificamente los pulmones), los sistemas hormonales, el sistema inmunoldgico el
aparato reproductor, etc.

En modalidades, en el presente documento se proporciona un método para tratar una
afeccion inflamatoria relacionada con TSLP en un paciente. Las condiciones inflamatorias
relacionadas con TSLP pueden desencadenarse por reacciones alérgicas o irritantes o
estimulantes ambientales. En algunas modalidades, la afeccion inflamatoria relacionada con

TSLP puede ser asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, rinitis alérgica,
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rinosinusitis alérgica, conjuntivitis alérgica, dermatitis atopica o esofagitis eosinofilica.

En algunas modalidades, la afeccién inflamatoria relacionada con TSLP es asma, y dicho
método de tratamiento comprende administrar al paciente por inhalacién una formulacion en
polvo seco que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-
TSLP o una variante de fragmento de anticuerpo. En determinadas modalidades, el paciente
es un adulto. En determinadas modalidades, el paciente es un nifio o adolescente.

Como se describe en la presente, convenientemente la formulacién en polvo seco incluye
una pluralidad de microparticulas, las microparticulas comprenden: leucina; alrededor de 1
% a alrededor de 10 % de trileucina en peso; y un anticuerpo anti-linfopoyetina estromal
timica (anti-TSLP) o una variante de anticuerpo, donde la leucina y la trileucina se presentan
en una relacion de concentracion de leucina:trileucina de alrededor de 0,1:1 a alrededor de
30:1. La formulacién en polvo seco puede comprender una densidad aparente comprimida
de alrededor de 0,3-1,0 g/cm®. Los componentes de ejemplo para su inclusién en la
formulacion y las cantidades de los mismos se describen a lo largo de la presente.

Como se describe en el presente documento, la capacidad de administrar el anticuerpo o la
variante de anticuerpo anti-linfopoyetina estromal timica (anti-TSLP) mediante inhalacion
proporciona un mecanismo de administracion mas adecuado para usar en un entorno de
atencion primaria.

En modalidades de los métodos para tratar el asma, la formulacion en polvo seco se
administra con frecuencia y en dosis mas bajas que un medicamento anti-TSLP
administrado sistémicamente. En algunas modalidades, la formulacion puede administrarse
diariamente. Tales modalidades pueden ser mas convenientes para el sujeto o paciente.
Ademas, dichas modalidades pueden reducir los efectos secundarios que pueden ocurrir a
través de la administracion sistémica.

Convenientemente, el fragmento de unién al antigeno del anticuerpo para uso en los
métodos de tratamiento comprende

un dominio variable de cadena pesada que comprende:

una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO:1;

una secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO:2;

una secuencia de CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO:3; y

un dominio variable de cadena ligera que comprende:

una secuencia de CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO:5;
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una secuencia de CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO:6; y

una secuencia de CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO:7.

En modalidades adicionales de los métodos de tratamiento, el fragmento de union a
antigeno comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la SEQ ID
NO:4; y un dominio variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO:8.

En algunas modalidades, las formas de asma susceptibles de tratamiento con la formulacion
de la invencion incluyen asma leve, asma moderada, asma grave, asma sin eosindfilos,
asma con eosindfilos bajos y asma con eosindfilos altos. En determinadas modalidades, las
formulaciones de la invencion pueden usarse en el tratamiento de asma leve. En
determinadas modalidades, las formulaciones de la invencion pueden usarse en el
tratamiento de asma moderado. En determinadas modalidades, las formulaciones de la
invencion pueden usarse en el tratamiento de asma grave. En determinadas modalidades,
las formulaciones de la invenciéon pueden usarse en el tratamiento de asma no eosinofilica.
En determinadas modalidades, las formulaciones de la invencion pueden usarse en el
tratamiento de asma con bajo contenido de eosinéfilos. En determinadas modalidades, las
formulaciones de la invencién pueden usarse en el tratamiento de asma con alto contenido
de eosinofilos.

Los términos "asma leve" y "asma moderada", tal como se utilizan en este documento, se
refieren al asma que tiene una escala de la Iniciativa Global para el Asma (GINA) de 3 o
menos, convenientemente una escala GINA de 2 o 3. La escala GINA mide la gravedad del
asma, segun los siguientes criterios (consulte la “Pocket Guide for Asthma Management and
Prevention,” Iniciativa mundial para el asma; 2019).

El término "asma grave", como se usa en este documento, se refiere al asma que requiere
un tratamiento de alta intensidad (por ejemplo, Paso 4 y Paso 5 de GINA) para mantener un
buen control, o donde no se logra un buen control a pesar del tratamiento de alta intensidad
(GINA, Estrategia Global para la Gestion y Prevencion del Asma). Iniciativa Global para el
Asma (GINA) Diciembre 2012). El término “asma grave” también abarca el asma moderada-
grave. Asmas moderados-graves adecuados para el tratamiento con las formulaciones
descritas en la presente pueden ser aquellos no controlados en dosis media a dosis alta de
ICS:LABA con una o mas exacerbaciones y sintomas frecuentes. En determinadas
modalidades, el asma grave se define ademas como asma grave con inflamacion de tipo 2
caracterizada por eosinofilos en sangre elevados (es decir, un recuento de eosinéfilos en
sangre de = 150 células/uL) y/o el aumento de FeNO (es decir, FeNO = 20 ppb).

El término "FENO" se refiere al éxido nitrico exhalado fraccional, que es un biomarcador de
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inflamacién bronquial o de las vias respiratorias. FENO es producido por las células
epiteliales de las vias respiratorias en respuesta a las citosinas inflamatorias, como TSLP,
IL-4 e IL-13. Los niveles de FENO en adultos sanos oscilan entre 2 y 30 partes por billon
(ppb). Un ensayo de ejemplo para medir FENO comprende sujetos que inhalan hasta la
capacidad pulmonar total a través del monitor de inflamacién de las vias respiratorias NIOX
MINO® y luego exhalan durante 10 segundos a 50 ml/sec (asistido por sefiales visuales y
auditivas).

El término "asma con alto contenido de eosindfilos", como se usa en el presente documento,
se refiere a un paciente con asma que tiene un recuento de eosindfilos en sangre de
deteccion de = 250 células/pL.

Ademas, las formulaciones proporcionan la posibilidad de tratar pacientes con asma menos
grave que son normalmente controlados en un entorno de atencion primaria. Por ejemplo,
los pacientes con una escala de la Iniciativa Global para el Asma (GINA) de 3 0 menos,
convenientemente una escala GINA de 2 o 3. La escala GINA mide la gravedad del asma,
segun los siguientes criterios (consulte la “Pocket Guide for Asthma Management and
Prevention,” Iniciativa mundial para el asma; 2019).

sintomas de asma durante el dia mas de dos veces por semana;

despertarse de noche debido al asma;

uso de un analgésico para el asma mas de dos veces/semana; y

limitacion de la actividad por asma. Una puntuacién de cero de estos criterios se considera
"bien controlada". Una puntuacién de 1-2 de estos criterios se considera "parcialmente
controlada”. Una puntuacion de 3-4 de estos criterios se considera "no controlada".

En algunas modalidades, las formulaciones brindan la posibilidad de tratar a pacientes con
asma moderada-grave que podrian ser controlados en un entorno de atencién primaria, 0
para tratar a pacientes con asma moderada-grave con dificil acceso al tratamiento a través
de atencion especializada. Por ejemplo, las formulaciones pueden ser utiles para el
tratamiento de pacientes con asma moderada a grave con una escala de 4-5 de la Iniciativa
Global para el Asma (GINA). Convenientemente, las formulaciones prevén la posibilidad de
tratar el asma de moderada a grave que no esta controlada. Convenientemente, las
formulaciones brindan la posibilidad de tratar el asma moderada-grave que no esta
controlada con dosis medias a dosis altas de ICS:LABA con una 0 mas exacerbaciones y
sintomas frecuentes.

Modalidades de ejemplo adicionales

La Modalidad 1 es una formulacion en polvo seco que comprende una pluralidad de
microparticulas, las microparticulas comprenden: leucina, alrededor de 1 % a alrededor de

10 % de trileucina en peso y un fragmento de union al antigeno de un anticuerpo anti-
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linfopoyetina estromal timica (TSLP) que comprende: a. un dominio variable de cadena
pesada que comprende una secuencia CDR1 de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos establecidas en la SEQ ID NO:1, una secuencia de CDR2 de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO:2; y una secuencia de CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:3, donde cualquiera de la CDR1, 2 o 3 de cadena
pesada comprende opcionalmente una Unica sustitucion de aminoacidos, y b. un dominio
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de CDR1 de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:5, una secuencia de
CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ
ID NO:6, y una secuencia de CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:7, donde cualquiera de las CDR 1, 2 o 3 de
cadena ligera comprende opcionalmente una Unica sustitucion de aminoacido, donde la
leucina y la trileucina estan presentes en una relacién de concentracion de leucina:trileucina
alrededor de 0,1:1 a alrededor de 30:1.

La Modalidad 2 es una formulacion en polvo seco de la modalidad 1, donde la formulacion
en polvo seco tiene una densidad aparente comprimida de alrededor de 0,4-1,0 g/cm3.

La Modalidad 3 es una formulacion en polvo seco de cualquier modalidad anterior, que
comprende ademas un agente de estabilizacion vitreo.

La Modalidad 4 es una formulacién en polvo seco de la modalidad 3, donde el agente de
estabilizacion vitreo es un sacarido amorfo o un amortiguador.

La Modalidad 5 es una formulaciéon en polvo seco de la modalidad 3, donde el agente de
estabilizacion vitreo es un sacarido amorfo o un amortiguador.

La Modalidad 6 es una formulacion en polvo seco de la modalidad 4 o la modalidad 5, donde
el sacarido amorfo se selecciona del grupo que consiste en trehalosa, sacarosa, rafinosa,
inulina, dextrano, manitol y ciclodextrina.

La Modalidad 7 es una formulacion en polvo seco de cualquiera de las modalidades 4-6,
donde el amortiguador se selecciona del grupo que consiste en un amortiguador citrato, un
amortiguador de fosfato, un amortiguador de histidina, un amortiguador de glicina, un
amortiguador de acetato y un amortiguador de tartrato.

La Modalidad 8 es una formulaciéon en polvo seco de cualquiera de las modalidades 4-7,
donde el sacarido amorfo esta presente en alrededor de 30 % a alrededor de un 70 % en
peso.

La Modalidad 9 es una formulacién en polvo seco de cualquiera de las modalidades 4-8,
donde el sacarido amorfo es trehalosa.

La Modalidad 10 es una formulacion en polvo seco de la modalidad 9, donde la trehalosa se
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encuentra presente a alrededor de 30 %-65 % en peso.

La Modalidad 11 es una formulacién en polvo seco de cualquiera de las modalidades 4-10,
donde el amortiguador se encuentra presente a alrededor de 1 % a alrededor de 10 % en
peso.

La Modalidad 12 es una formulacién en polvo seco de cualquiera de las modalidades 1-11,
donde la relacion de concentracion de leucina:trileucina es de alrededor de 1:1 a alrededor
12:1.

La Modalidad 13 es una formulacion en polvo seco de cualquiera de las modalidades 1-12,
donde la relacion de concentracion de leucina:trileucina es de alrededor de 1:1 a alrededor
7:1.

La Modalidad 14 es una formulacion en polvo seco de cualquiera de las modalidades 1-13,
donde la relacién de concentracion de leucina:trileucina es alrededor de 5,25:1.

La Modalidad 15 es una formulacion en polvo seco de cualquiera de las modalidades 1-14,
gue comprende alrededor de 1 % a alrededor 7 % de trileucina en peso.

La Modalidad 16 es una formulacion en polvo seco de cualquiera de las modalidades 1-15,
que comprende alrededor de 8 % a alrededor 11 % de trileucina en peso y alrededor de 2 %
a alrededor de 4 % de trileucina en peso.

La Modalidad 17 es una formulacién en polvo seco de cualquiera de las modalidades 1-16,
gue comprende alrededor de 10,5 % de leucina en peso y alrededor de 2 % de trileucina en
peso.

La Modalidad 18 es una formulacién en polvo seco de cualquiera de las modalidades 1-17,
gue comprende ademas un tensioactivo, donde el tensioactivo se selecciona opcionalmente
entre polisorbato-20 (PS-20), polisorbato-40 (PS-40), polisorbato-60 (PS-60), polisorbato-80
(PS-80) y poloxamero-188.

La Modalidad 19 es una formulacion en polvo seco de la modalidad 18, donde el
tensioactivo es PS-80, donde opcionalmente PS-80 esta presente en una concentracion en
el intervalo de alrededor de 0,27 % en peso a alrededor de 2,7 % en peso.

La Modalidad 20 es una formulacién en polvo seco de la modalidad 18, donde el
tensioactivo es poloxamero-188, donde opcionalmente el poloxamero-188 esta presente en
una concentracion en el intervalo de alrededor de 1 % en peso a alrededor de 10 % en peso.
La Modalidad 21 es una formulacién en polvo seco de cualquiera de las modalidades 1-20,
donde la pluralidad de microparticulas tiene un didmetro medio de volumen Optico
equivalente (oVMD) de alrededor de 1 um a alrededor de 5 pum.

La Modalidad 22 es una formulacién en polvo seco de cualquiera de las modalidades 1-21,
donde la pluralidad de microparticulas tienen un diametro medio aerodindmico de masa

(MMAD) de alrededor de 2 pm a alrededor de 4 pm cuando se proporciona en forma de



41

aerosol.

La Modalidad 23 es una formulacién en polvo seco de cualquiera de las modalidades 2-22,
donde la densidad aparente comprimida es alrededor de 0,5 g/cm3 a alrededor de 0,8
g/cma3.

La Modalidad 24 es una formulacién en polvo seco de cualquiera de las modalidades 2-23,
gue comprende alrededor de 39 % de trehalosa, alrededor de 10,5 % de leucina, alrededor
de 2 % de trileucina y alrededor de 8,5 % de amortiguador de citrato.

La Modalidad 25 es una formulacion en polvo seco de cualquiera de las modalidades 1-24,
donde la pluralidad de microparticulas tiene un &rea superficial especifica de menos de
alrededor de 10 m2/g.

La Modalidad 26 es una formulacién en polvo seco de la modalidad 25, donde la pluralidad
de microparticulas tiene un area de superficie especifica de alrededor de 4 mg2/g a
alrededor de 7 m2/g.

La Modalidad 27 es una formulacion en polvo seco de cualquier modalidad anterior, donde
la CDR1 de dominio variable de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos
establecido en la SEQ ID NO:1, CDR2 de dominio variable de cadena pesada comprende la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:2, CDR3 de dominio variable de
cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:3,
CDR1 de dominio variable de cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
establecidos en la SEQ ID NO:5, CDR2 de dominio variable de cadena ligera comprende la
secuencia de aminoacidos establecidos en la SEQ ID NO:6 y CDR3 de dominio variable de
cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO:7.

La Modalidad 28 es una formulacién en polvo seco de la modalidad 27, donde el fragmento
de unién al antigeno comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la
SEQ ID NO:4 y un dominio variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO:8.

La Modalidad 29 es una formulacion en polvo seco de cualquier modalidad anterior, donde
el fragmento de union al antigeno se selecciona de Fab, Fab', F(ab")2, scFv, minicuerpo o
diacuerpo.

La Modalidad 30 es una formulacién en polvo seco de la modalidad 29 donde el fragmento
de unioén al antigeno es un Fab.

La Modalidad 31 es una formulacion en polvo seco de la modalidad 30, donde el Fab es
humano o humanizado.

La Modalidad 32 es una formulacion en polvo seco de cualquier modalidad anterior, donde
el anticuerpo anti-TSLP del que se deriva el fragmento de unién al antigeno es una IgG1.

La Modalidad 33 es un método para tratar el asma en un paciente, que comprende

administrar por inhalacion la formulacion en polvo seco segun cualquiera de las modalidades
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1-29.

La Modalidad 34 es un método de la modalidad 33, donde el asma es asma leve.

La Modalidad 35 es un método de la modalidad 33, donde el asma es asma moderado.

La Modalidad 36 es un método de la modalidad 33, donde el asma es asma grave.

La Modalidad 37 es un método de la modalidad 33, donde el asma es asma eosinofilica o no
eosinofilico.

La Modalidad 38 es un método de la modalidad 33, donde el asma es asma con bajo
contenido de eosindfilos.

La Modalidad 39 es un método de cualquiera de las modalidades 33-38, donde el asma se
caracteriza por menos de tres de: sintomas de asma durante el dia mas de dos veces por
semana,; despertarse de noche debido al asma; uso de un analgésico para el asma mas de
dos veces/semana; y limitacién de la actividad debido al asma.

La Modalidad 40 es una formulacién en polvo seco de acuerdo con cualquiera de las
modalidades 1-32, para el uso en un método de tratamiento, donde la formulacion se
administra mediante inhalacion.

La Modalidad 41 es una formulaciéon en polvo seco para usar de acuerdo con la modalidad
37, en un método para tratar el asma.

La Modalidad 42 es una formulacién en polvo seco para usar de acuerdo con la modalidad
38, donde el asma es asma leve.

La Modalidad 43 es una formulacién en polvo seco para usar de acuerdo con la modalidad
38, donde el asma es asma moderado.

La Modalidad 44 es una formulacién en polvo seco para usar de acuerdo con la modalidad
38, donde el asma es asma grave.

La Modalidad 45 es una formulacién en polvo seco para usar de acuerdo con la modalidad
38, donde el asma es asma eosinofilica 0 asma no eosinofilica.

La Modalidad 46 es una formulacién en polvo seco para usar de acuerdo con la modalidad
38, donde el asma es asma con bajo contenido de eosindfilos.

La Modalidad 47 es una formulacién en polvo seco para el uso de la modalidad 38, donde el
asma se caracteriza por menos de tres de: sintomas de asma durante el dia mas de dos
veces por semana; despertarse de noche debido al asma; uso de un analgésico para el
asma mas de dos veces/semana; y limitacion de la actividad debido al asma.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1 — GENERACION DE FABS ANTI-TSLP

Una serie de fragmentos de unién a anticuerpos (Fab) derivados del anticuerpo monoclonal
anti-TSLP "A5" descrito en WO 2009/035577, que se incorpora a la presente como

referencia en su totalidad, se generaron utilizando técnicas de clonacién y biologia molecular
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estandar. En resumen, las secuencias de CDR de A5 se clonaron en un armazén Fab de
IgG1, lo que tuvo como resultado el fragmento Fab denominado en la presente Fab; o Fabl.
Las secuencias VH y VL de Fab; se describen como SEQ ID NOs:4 y 8, respectivamente.

También se generaron variantes Fab,ga partir de Fab; que comprenden mutaciones en las

regiones CDR. La combinacion de CDR VH y VL para cada Fabs1-9 se muestra en la Tabla

3.

Tabla 3 Secuencia de CDR de Fabsiqanti-TSLP

CDR 1,2y 3 VH CDR1,2y3VL
Fab; SEQIDNOs:1, 2y 3 SEQIDNOs5, 6y 7
Fab, SEQ IDNOs:1, 2y 3 SEQIDNO:11,6y 7
Fabs SEQ IDNOs:1,2y 3 SEQ IDNO:14,6y 7
Fab, SEQ IDNO:1, 15y 3 SEQ IDNOs:5, 6y 7
Fabs SEQIDNOs: 1,17y 3 SEQ IDNOs:5, 6y 7
Fabe SEQ IDNOs:1, 2y 3 SEQ IDNOs:19, 6y 7
Fab; SEQ IDNOs:1, 2y 3 SEQ IDNOs:19, 6y 7
Fabs SEQIDNOs1, 2y 3 SEQ ID NOs:5, 6y 23
Fabo SEQIDNOs1, 2y 3 SEQ ID NOs:5, 6y 25

Se analiz6 la pureza, estabilidad y propension a la agregacion de Fab:. En resumen, se
formularon 50 mg/mL Fab: en citrato de sodio 30 mM, trehalosa 105 mM, pH 6,0. Las
muestras se colocaron en camaras de estabilidad a 40 °C y 5 °C durante diferentes periodos
de tiempo. En diferentes momentos, las muestras se analizaron mediante técnicas analiticas
relevantes, como la cromatografia de exclusién por tamafio de alto rendimiento (HP-SEC).
Un sistema de HPLC de Agilent con inyector automatico de temperatura controlada, DAD o
VWD vy Agilent ChemsStation software/OpenLAB Se utilizé ECM CDS de Agilent
Technologies (Santa Clara, CA, EUA). También se utilizaron una precolumna, una columna
TSKgel (DI de 7,9 mm, n.° de catalogo 08543) y una columna TSK-Gel G3000SWxI (5 um,
250 Ay 7,8 x 300 mm, n.° de catalogo 08541) de Tosoh Bioscience (Griesheim, Alemania).
La fase movil utilizada fue fosfato de sodio dibasico anhidro 0,1 M, sulfato de sodio 0,1 M,
pH 6,8. Los resultados del analisis de estabilidad y agregacion se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4 Estabilidad y agregacién de Fab;

5°C 40 °C
Meses % de % de % de % % de % de
monémero agregado |fragmento |[monomero | agregado |fragmento
0,0 99,57 0,43 0,00 99,57 0,43 0,00
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99,31

0,55

0,14

99,25

0,61

0,14

0,00

2 99,49 0,51 0,00

3 99,47 0,53 0,00
Tasa -0,03 0,03 0,00 -0,51 0,27 0,25
(m™)
RSQ 0,6504 0,6504 N/C 0,9296 0,9447 0,8943

La estabilidad de Fab; también se evalué mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC).
Se utilizé un MicroCal Capillary VP DSC de Malvern Panalytical (Malvern, Reino Unido) para
la prueba y un software Origin 7.0 (Northampton, MA, EUA) para el andlisis de datos. La
muestra de Fab: se diluyé a 5 mg/mL con el amortiguador de formulacion (citrato de sodio
30 mM, trehalosa 105 mM, pH 6,0). Para cada ejecucién individual, el muestreador
automatico inyectdé 500 pl de muestra de Fab; diluida y de referencia (amortiguador de
formulacién) en las células de muestra y de referencia de DSC. Las soluciones se
calentaron de 25 °C a 100 °C a una velocidad de barrido de 95 °C/hora. También se obtuvo
un escaneo del amortiguador (rellenado con celdas de muestra y de referencia) como blanco
para la correccion de la linea base de la muestra.

El perfil de carga de Fab; también se determiné mediante imagenes de enfoque isoeléctrico
(IEF) utilizando un analizador iCE3. El analizador IEF capilar iCE3, el muestreador
automatico PrinCE Microlnjector y el capilar de transferencia recubierto Microlnjection fueron
adquiridos y suministrados por Protein Simple. Las muestras se analizaron utilizando un
cartucho FC con capilar recubierto de fluorocarbono y tanques de electrolito incorporados
(Parte n.° 101701, Protein Simple). El automuestreador se mantuvo a 4 °C durante todo el
analisis. Se determiné que el intervalo de pl de Fabl era de 8,35 a 8,80.

EJEMPLO 2 - FAB; SE UNE A HU Y CYNO TSLP CON AFINIDAD PM

Afinidad de la unién de Fab; a TSLP determinada por BlAcore

La especificidad y la afinidad de Fab; por TSLP humano y cyno expresada en células de
mamifero recombinantes se determinaron utilizando un instrumento Biacore 8K SPR (GE
Healthcare, Little Chalfont, Bucks, Reino Unido).

Los chips biosensores S Series C1, los kits de acoplamiento de amina, los amortiguadores
de solucion salina amortiguada con hepes y los amortiguadores de regeneracion se
obtuvieron de GE Healthcare y se usaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las superficies de estreptavidina se prepararon usando estreptavidina liofilizada que se

reconstituy6d con D-PBS. Brevemente, la estreptavidina se diluy6 a 4 uyg mL-1 en acetato de
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sodio 10 mM, pH 4,5, y se inmovilizé covalentemente en tres superficies de celdas de flujo
de un chip biosensor S Series C1 mediante métodos estandar de acoplamiento de amina.
Se logré una superficie final de estreptavidina de 170 unidades de respuesta (RU). Los
reactivos de acoplamiento de amina también se usaron para preparar una superficie en
blanco de control, sin estreptavidina inmovilizada, para que sirviera como superficie de
referencia dentro de cada celda de flujo. Luego se titulé TSLP biotinilado marcado en el
extremo N (humano y cyno) en cada superficie de estreptavidina para permitir < 100 RU de
union de Fabl a saturacion (Rmax). El bajo nivel de unién del analito garantizd6 que los
artefactos inducidos por el transporte de masa se minimizaran, especialmente cuando se
combina con los caudales de ensayo relativamente rapidos de 50 pyL min-1 utilizados
durante los pasos de medicion de la cinética. Se inyectaron diluciones (Cinética multiciclo)
de Fabl monomerizado (diluciones dobles en amortiguador HBS-EP+ que oscilan entre 1,25
y 20 nM), a un caudal de ensayo de 50 yL min-1, durante 2 minutos de asociacion y 10
minutos de disociacién. Se realizaron mdultiples inyecciones de amortiguador solo en las
mismas condiciones durante todo el experimento para permitir el procesamiento de
referencia doble de los conjuntos de sensogramas finales.

La superficie del chip se regeneré completamente haciendo fluir dos pulsos de 30 segundos
de glicina 10 mM pH 1,7. La afinidad de unién y la cinética se determinaron utilizando 1:1
modelo Langmuir.

Los resultados que se muestran en la Tabla 5 demuestran que Fab; se une a hu y cyno
TSLP inmovilizados con afinidades similares (dentro de 2 veces; 46 pM y 88 pM,
respectivamente).

Tabla 5 Afinidad de Fab; por TSLP humanay de Cynomolgus usando BlAcore

Analito ka (M1s™) ka (s) Ko (pM)
TSLP humana 2,39 E6 1,11 E-4 46,3
TSLP cyno 1,75 E6 1,55 E-4 88,4

Afinidad de union determinada por ensayo de exclusion cinética (KinExA).

La afinidad de union de la fase de solucién (Kp) de Fabi por TSLP humana y cyno también
se determind usando un instrumento KinExA 3200 (Sapidyne Instruments, Boise, ldaho,
EUA) y los datos resultantes se procesaron usando el software KinExA Pro version 4.1.11.
La metodologia KinExA ha sido revisada (Darling y Brault, 2004).

Fab: se mezcl6 previamente con concentraciones variables de cada TSLP de hu y cyno
hasta que se alcanzo el equilibrio (se prepararon al menos 12 concentraciones de cada
TSLP hu y cyno utilizando un método de dilucién en serie de 2 veces). Luego se midio la
cantidad de Fab; libre usando el instrumento KinExA capturando Fab libre usando perlas

recubiertas con TSLP de hu, eliminando el material no unido y detectando el Fab, unido
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mediante fluorometria usando un anticuerpo especifico de especie comercial (anticuerpo
especifico de cadena pesada y ligera anti-humano de raton etiquetado con Alexa Fluor 647
(Jackson Immunoresearch 209-605-088)). El Kp de Fab; para TSLP hu fue extraido por
ajuste global 1:1 a tres conjuntos de datos, derivados de valoraciones de hu TSLP en
1000 pM (rombos rellenos), 500 pM (triangulos invertidos rellenos) o 40 pM (cuadrados
vacios) soluciones de concentracién fija de Fab; (FIG. 1). El Kp de Fab; para TSLP cyno fue
extraido por ajuste global 1:1 a dos conjuntos de datos, derivados de valoraciones de TSLP
cyno en 1000 pM (rombos rellenos) o 40 pM (cuadrados vacios) soluciones de
concentracion fija de Fabs (FIG. 2).

La cantidad de Fab; libre detectada en cada concentracion de TSLP hu y cyno se represent6
frente a la concentracion valorada de TSLP (FIGS. 1 y 2, respectivamente). Se utilizo el
software KinEXA para calcular la constante de disociacion de equilibrio (KD). Los resultados
gue se muestran en la Tabla 6 demuestran que el Fab; se une al TSLP humano con una
afinidad 1,7 veces mayor que la que se une al TSLP cyno en solucion libre.

Tabla 6 Afinidad de fase soluble de Fab; para hu y cyno TSLP usando KinExA

Ligando Afinidad (Kp) pM
TSLP humana 8,0 (95 % int. de conf.) 6,27-10,01 pM)
TSLP cyno 13,6 (95% int. de conf. 9,07-19,22 pM)

EJEMPLO 3 - FAB1 Y TEZEPELUMAB SE UNEN A TSLP CON CARACTERISTICAS DE
UNION SIMILARES

Las caracteristicas de uniébn de Fab; a TSLP hu se compararon directamente con
tezepelumab. El tezepelumab es un anticuerpo monoclonal (mAb) de inmunoglobulina
humana G2 (IgG2) que se une a TSLP, evitando su interaccion con el complejo receptor de
TSLP. Un estudio de prueba de concepto en pacientes con asma atépica leve demostré que
tezepelumab inhibié la respuesta asméatica temprana y tardia y suprimié los biomarcadores
de inflamacién Th2 después de la exposicion al alérgeno inhalado. Tezepelumab se esta
investigando actualmente en la clinica como un tratamiento de atencion especializada para
el tratamiento del asma grave.

La potencia de union in vitro de Fab; se determindé mediante el uso de un ensayo de union a
TSLP:mAb basado en transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET)
Fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo (HTRF®, Cisbio International). Se uso6
criptato de estreptavidina para la deteccion de TSLP biotinilado. En resumen, las muestras
de Fab: sin etiquetar se titularon en el ensayo HTRF para competir con tezepelumab
marcado con DyLight por la union a His-Avi hu biotinilado TSLP. También se realizé un
ensayo competitivo utilizando tezepelumab no etiquetado y tezepelumab etiquetado con

DyLight como control positivo.
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Los resultados muestran que Fab; compite por unirse a huTSLP con tezepelumab y se une
a TSLP hu con una potencia similar a tezepalumab (IC50: Fab;- 0,38 nM; tezepelumab -
0,23 nM - FIG. 3). El ensayo HTRF también se realiz6 usando Fabs..q, l0 que muestra que
cada uno de estos Fab también compite por unirse a hu TSLP con tezepelumab y se une a
hu TSLP con una potencia similar a tezepelumab (Tabla 7).

Tabla 7 ICso de Fabsz.gsegun lo determinado por el ensayo HTRF

ICs0 NM
Fab2 0,29
Fabs 0,24
Fab, 0,36
Fabs 0,42
Fabs 0,32
Fab- 0,24
Fabs 0,29
Fabg 0,29

Ejemplo 4 - Fab; neutraliza la actividad de TSLP en un ensayo de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC)

A continuacion, se determind si la unién de Fab; a TSLP tiene actividad de blogueo funcional
en un ensayo de células primarias midiendo la liberacion de CCL17 inducida por TSLP de
PBMC tras el tratamiento con Fab;.

La sangre se obtuvo de donantes sanos bajo el programa de donantes de sangre
establecido en Medlmmune, Cambridge, Reino Unido. Se aislaron células mononucleares
de sangre periférica mediante un procedimiento estandar usando un gradiente de Ficoll.
Brevemente, 20 ml de sangre diluida con PBS (10 ml de sangre:30ml de PBS) se colocaron
en capas sobre ficoll de 15 ml. Los tubos se centrifugaron a 400 g durante 40 minutos a
temperatura ambiente sin descanso. Las capas de PBMC se recogieron y las células se
lavaron dos veces con 50 ml de PBS. Las PBMC se contaron utilizando un hemocitometro y
azul de tripano para excluir las células muertas y se resuspendieron en medios de cultivo
(RPMI con suero bovino fetal al 10 % y 1 % penicilina/estreptomicina) antes de sembrar en
una placa de 96 pocillos. Las células se estimularon con TSLP (0,5 ng/ml) en presencia del
fragmento Fab: del anticuerpo de union a TSLP, durante 48 h. También se realizaron
ensayos utilizando el anticuerpo de union a TSLP tezepelumab, como control positivo.
Después de 48 h, se eliminaron los sobrenadantes y se analiz6 la produccion de CCL17
usando un R & D duoset ELISA, segun protocolo del fabricante. Los experimentos se
realizaron utilizando seis donantes en tres experimentos independientes.

Los resultados muestran que Fab; inhibia la produccion de CCL17 a partir de PBMC con
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una ICso de 1,39 nM (FIG. 4). El ensayo se repitié utilizando ademas de Fabi, Fab; y Fabs
(que comprenden las secuencias de cadena pesada variable y cadena ligera variable como
se describe en la Tabla 3) y se obtuvieron resultados similares (FIG. 5).

EJEMPLO 5 - DETERMINACION DE LA DOSIS MAXIMA TOLERADA Y LA
FARMACOCINETICA DESPUES DE LA INHALACION DE FAB1 EN MONOS
CYNOMOLGUS

El objetivo del estudio fue determinar la dosis maxima tolerada (MTD, por sus siglas en
inglés) o la dosis méaxima factible (MFD, por sus siglas en inglés) y la farmacocinética (PK)
de Fab; en aerosol después de la exposicidon por inhalacién a través de una mascara facial
en macacos Cynomolgus.

Los monos cynomolgus hembra recibieron una sola inhalacion de 8 min y 20 min de Fab:
(Grupos 1y 2, tres animales por grupo). Las dosis entregadas al pulmén para el Grupo 1y 2
fueron 1y 2 mg/kg basado en un depésito pulmonar del 25 %. El grupo 3 fue un aumento de
dosis repetido. Un mono cynomolgus hembra y un macho fueron tratados de la siguiente
manera: 8 min de inhalacién diaria durante los primeros 2 dias, 20 min de inhalacion diaria
durante 2 dias, 60 min de inhalacion diaria durante 3 dias. Se recogieron muestras de
sangre en serie para determinar la PK del suero Fab; y la concentracion de urea. Se
recogieron muestras de lavado broncoalveolar (BAL) para determinar la PK de Fab; y
concentracion de urea. El liquido de revestimiento epitelial (ELF) se calcul6é a partir del BAL
utilizando la concentracion de urea como marcador de dilucion. La inmunoafinidad hibrida
LC-MS/MS se utilizé el método para determinar la concentracion de Fab; en matrices de
muestra de suero y BAL. El limite inferior de cuantificaciéon fue 4 ng/mL en suero y 10 ng/mL
en BAL. Se realizé un analisis no compartimental (NCA) en los datos de PK de plasma
individual utilizando Phoenix WinNonlin (version 7.0, Certara, LP, St Louis, MO).

Después de la inhalacién de Fab;, la concentracion sérica de PK, BAL y ELF aumenta con la
dosis, y hubo una gran variabilidad en la concentracion de Fab: (FIGS. 6A-6C). La semivida
terminal en suero media de Fab1l oscila entre 9,75y 13,6 h. La Cmax Sérica se alcanzé en la
mediana de Tmax de 2 a 4 horas después de la inhalaciéon. La concentracién de ELF fue
mucho mayor que la del suero después de la inhalacién (>2000 veces superior) lo que
sugiere que la distribucién de Fab; al suero fue baja después de la dosis de inhalacion.
Ejemplo 6: EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICAS DE LAS
FORMULACIONES ATOMIZADAS QUE COMPRENDEN LEUCINA Y TRILEUCINA

Los siguientes métodos evallan el impacto de las proporciones de concentracion de
trileucina y leucina en las propiedades de las particulas.

En total, 24 polvos de diferentes % en peso de trileucina, leucina y trehalosa (TLT) se

secaron por aspersion en un secador por aspersion a escala piloto utilizando pardmetros de
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proceso idénticos a una concentracion total de sélidos de materia prima de 10 %. Dado que
las materias primas se prepararon con una concentracién total de sélidos del 10 %
(100 mg/mL), todos los valores de % en peso en este estudio también son idénticos a los
valores de concentraciébn (mg/mL). El intervalo de valores de concentracion para cada
excipiente de particulas se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8: Intervalos de composicion de componentes de particulas

Componente Valor minimo Valor maximo
Trileucina 0,71 mg/mL 5,72 mg/mL
Leucina 0,62 mg/mL 19,94 mg/mL
Trehalosa 65,84 mg/mL 90,16 mg/mL
Citrato trisédico 8,5 mg/mL 8,5 mg/mL

Cada materia prima (Tabla 9) se preparé disolviendo los excipientes en agua. Una vez que
todos los excipientes se disolvieron por completo, las materias primas se secaron por
aspersion usando los siguientes parametros de proceso: temperatura de salida, 70 °C; tasa
de alimentacion de materia prima, 12 ml/min; flujo de gas del atomizador, 13 kg/hr; y flujo de
gas de secado, 80 kg/hr. Los parametros se seleccionaron para lograr las propiedades
objetivo de particulas y aerosoles para una formulacion en polvo seco destinada a la
inhalacién. Cada una de las 24 formulaciones se fabric6 en lotes de 18 g para proporcionar
suficiente polvo para la caracterizacion y la evaluacion del rendimiento del producto. Los
lotes se aleatorizaron y se produjeron a lo largo de dos dias.

Tabla 9: Concentraciones de materia prima para las formulaciones 1-24

Conc. de Relacion de
Conc. de Conc.de | Conc.de _ i
) _ _ citrato concentracién
Ejecucion | trileucina leucina trehalosa o _ _ )
trisddico | leucina/trileucina
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
1 1,43 13,08 76,99 8,5 9,1
2 0,71 0,62 90,16 8,5 0,9
3 0,71 4,98 85,80 8,5 7,0
4 0,71 19,94 70,85 8,5 28,1
5 1,43 16,20 73,87 8,5 11,3
6 2,86 14,95 73,69 8,5 5,2
7 2,86 9,97 78,67 8,5 3,5
8 2,86 19,94 68,70 8,5 7,0
9 2,86 4,36 84,28 8,5 15
10 572 19,94 65,84 8,5 3,5
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11 0,71 15,58 75,21 8,5 21,9
12 5,72 15,58 70,20 8.5 2.7
13 5,00 11,84 74,66 8,5 2.4
12 0,71 7,48 83,31 8,5 10,5
15 2,86 0,62 88,02 8,5 0,2
16 3,57 18,07 69,86 8,5 5.1
17 5,72 0,62 85,16 8,5 0.1
18 5,72 6,23 79,55 8,5 11
19 1,43 11,22 78,85 8,5 7.0
20 0,71 9,97 80,82 8,5 14,0
21 4,29 3,12 84,10 8,5 0,7
22 4,29 16,82 70,39 8,5 3,9
23 5,72 9,97 75,81 8,5 1,7
24 357 9,97 77,96 8,5 2.8

Se evaluaron las siguientes caracteristicas fisicas del polvo para todas las formulaciones

Yfuerza de compresion de 300.000 N/m?o 38N si se utiliza una caAmara de muestra de 12,7

mm.

Tabla 10: Pardmetros de particulas analizados

Andlisis / Salida DOE Instrumento
Contenido de humedad
. Horno KF
residual
Distribucion del tamafio de
) ) ] Sympatec R

particulas primarias
Temperatura de transicion

] DSC
vitrea (TQ)
Densidad aparente

o GeoPyc
comprimidat
Morfologia Visual SEM
o SEM
(cualitativa)
Area superficial especifica BET
Cristalinidad (cualitativa) XRPD
Cobertura superficial de
ToF-SIMS

excipientes sobre particulas
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La densidad aparente comprimida (CBD) de los polvos se mide usando un analizador de
densidad GeoPyc® Model 1360 (Micromeritics, Norcross, GA). Las muestras de polvo se
prepararon convenientemente en un ambiente de baja humedad (< 5 % de HR), antes de la
transferencia a la cAmara de muestra del analizador de densidad que haya sido purgada con
gas nitrégeno. Se registro el peso neto de la muestra en polvo, y luego se aplicé una fuerza
de compresiéon de 12 N a la muestra mediante un émbolo, a una velocidad de 300 pasos de
consolidaciéon por segundo. La distancia lineal recorrida por el émbolo para cada paso de
consolidacion se tradujo en un desplazamiento de volumen de la muestra de polvo. Luego,
un promedio de las mediciones de cada paso de consolidacion se transformo en un valor de
densidad aparente calculado, expresado en g/cmé3.

Los resultados muestran que se encontré que el contenido de leucina vy trileucina tiene un
impacto significativo en las propiedades de las particulas. La trileucina se identificé como el
factor primario con mayor impacto, mientras que la leucina se identific6 como un factor
secundario con un impacto también notable. Los resultados se resumen en la Tabla 11.

Tabla 11: Resultados de la Caracterizacion de Particulas

Andlisis / Salida DOE Impacto

_ _ Correlacion de la reduccion del contenido de humedad
Contenido de humedad residual _ _
con el aumento del contenido de leucina (ver FIG. 14)

Distribucion del tamafio de _ _ _ _
) o No se observa tendencia con Leucina o Trileucina
particulas primarias

Temperatura de  transicién . _ _ _
] No se observa tendencia con Leucina o Trileucina
vitrea (Tg)

Correlacion  negativa primaria con trileucina;
Densidad aparente comprimida® | Correlacién Secundaria Negativa con Leucina. cBD de
entre 0,45 a 0,85 g/cm?® (FIG. 8A)

Correlacion positiva con TriLeucina y

Morfologia Visual SEM . .
aspereza/rugosidad de la superficie (FIG. 11A-11D)

Correlacion  positiva  primaria  con trileucina;
Area superficial especifica Correlacion Positiva Secundaria con Leucina La SSA

de las formulaciones es de 2,5 a 6,5 m?/g (FIG. 9)

Se logré una mayor cristalinidad con contenidos mas
Cristalinidad altos de leucina combinados con contenidos mas

bajos de trileucina
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Mayor cobertura de superficie lograda con el aumento
Cobertura superficial de | de % de TriLeucina y Leucina en peso (el 50 % de
excipientes sobre particulas cobertura de particulas de trileucina se logré por

encima de 1,4 % en peso)

1Fuerza de compresién de 300.000 N/m? o 38N si se utiliza una camara de muestra de 12,7
mm.

EJEMPLO 7 - CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DEL AEROSOL DE LAS
FORMULACIONES DE LEUCINA/TRILEUCINA

El siguiente ejemplo evalta el rendimiento de aerosol de las formulaciones que comprenden
leucina y trileucina en un dispositivo inhalador en polvo seco. Los rendimientos del
rendimiento del aerosol enumerados en la Tabla 7 se probaron en 20 de las 24
formulaciones enumeradas en la Tabla 4. Toda la caracterizacion del rendimiento del
producto se completé con un dispositivo Monodose RS01, con capsulas de tamafo 3. El
analisis Next Generation Impactor (NGI) se realiz6 a una tasa de flujo de 60L/min.

La prueba de impacto en cascada se realizé segun la USP < 601> para medir el rendimiento
del aerosol de las formulaciones secadas por aspersién cuando se administran desde un
dispositivo inhalador en polvo seco. El aparato impactador en cascada utilizado fue el Next
Generation Impactor (NGI; USP41, Capitulo <601>). Para las mediciones de aerosol
realizadas en estos ejemplos, se dispers6 una capsula de HPMC de tamafio 3 que contenia
la formulacién de polvo secado por aspersion desde el dispositivo inhalador en polvo seco y
se administré al NGI bajo un vacio a 60 L/min segun la metodologia USP. Se recuperaron
muestras de cada etapa del NGI y se analiz6 el contenido de proteinas mediante absorcion
UV a 280 nm. Los principales pardmetros de rendimiento del aerosol calculados a partir de
estas mediciones fueron a) Fraccion de particulas finas < 5 um (FPF < 5 um), definida como
la fraccion de polvo emitida por el dispositivo que se mide para ser < 5 um de didmetro de
particulas aerodinamicas; y b) diametro aerodinamico de masa media MMAD.

Tabla 12: Caracterizacion de aerosoles

. ) Instrumento/Técnica
Andlisis / Salida DOE __
utilizada

Diametro aerodindmico de
masa media (MMAD)

NGI

% de deposicion del dispositivo | NGI

% FPF < 5um NGI

Los resultados del analisis de aerosol se resumen en la Tabla 13.
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Tabla 13: Resultados de la caracterizacion de aerosoles
Analisis / Salida DOE

Impacto

Fuerte correlacion negativa con trileucina. Se logré un
intervalo de valores de MMAD de 1,75 a 3,25 um (FIG.
12).

Correlacién negativa con trileucina en etapas. En

MMAD (diametro aerodinamico
de masa media)

o _ N general, un % en peso de trileucina sobre 3 % tuvo
% de Deposicion del dispositivo y o
como resultado una reduccion en la deposicion del
dispositivo (FIG. 13).

Correlacion positiva con trileucina

% de FPF
particulas finas) < 5um

(fraccion  de | correlacion negativa con trileucina. Todas las 20

formulaciones probadas tenian FPF de >60 %,

indicando un buen rendimiento (FIG. 14).

Ejemplo 8 — Generacion de formulaciones de leucina/trileucina inhalables que

comprenden un fragmento de unién de anticuerpo anti-TSLP (Fab)

Se probaron las caracteristicas de otra formulacién que comprende un Fab diferente. Se us6

un Fab anti-TSLP, derivado de un anticuerpo monoclonal IgG1l humano que se une

especificamente a TSLP (linfopoyetina estromal timica) (véanse las secuencias establecidas

en las SEQ ID NOS: 1-8 proporcionadas en este documento). Se generaron formulaciones

distintas que comprendian las concentraciones en masa indicadas en la Tabla 14.

Tabla 14: Composiciones de formulaciones secadas por atomizacidon que contienen
Fab anti-TSLP

Formulaci6 | Fab anti-TSLP | Trehalosa | Leucina Trileucina | Citrato, pH
" [% pie] wopipl  |eppl | leppl | %O
[% p/p]
neil 1 78 10,5 2 8,5
n.e2 12 67 10,5 2 8,5
n.°3 40 39 10,5 2 8,5

El Fab anti-TSLP se recibié inicialmente en un amortiguador liquido que comprendia
trehalosa 105 mM, citrato 30 mM, pH 6,0. La leucina, la trileucina, la trehalosa y el citrato se
disolvieron en una solucién acuosa separada, que luego se agregé a la solucién Fab anti-
TSLP para crear soluciones de materia prima liquida a granel para el secado por
atomizacion. La Tabla 15 resume las composiciones de materia prima preparadas para
lograr las composiciones de formulacion de polvo objetivo. Las soluciones de materia prima

liquida luego se secaron por aspersion, utilizando los parametros de proceso enumerados
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en la Tabla 16. Los parametros se seleccionaron para lograr las propiedades objetivo de
particulas y aerosoles para una formulacion en polvo seco destinada a la inhalacion.

Tabla 15 Composiciones de materias primas liguidas para secado por aspersion

Formulacién n.° 1 | Formulacion n.° 2 Formulacion n.°

3
Fab anti-TSLP [mg/mL] 0,75 9,0 24
trehalosa [mg/mL] 58,5 50,3 23,4
leucina [mg/mL] 7,9 7,9 6,3
Trileucina [mg/mL] 15 15 1,2
Citrato, pH 6,0 [mg/mL] 6,4 6,4 51
Concentracion total de | 75 75 60

materia prima [mg/mL]

Tabla 16: Pardmetros clave del proceso de secado por aspersion

Formulacién n.°1 | Formulacién n.° 2 Formulaciéon n.°

3
Temperatura de salida (°C) | 70 70 70
Tasa de alimentacion de | 20 17 3
materia prima (mL/min)
Flujo de gas del atomizador | 13 13 2,1
(kg/h)
Flujo de gas de secado | 155 155 59,5
(kg/hr)

Los resultados de la caracterizacion del desempefio en polvo y aerosol de las formulaciones
secadas por aspersion se resumen en la Tabla 17. Para las mediciones del rendimiento del
aerosol, las tres formulaciones se probaron con 20 mg de polvo secado por aspersion
cargados en una capsula de HPMC de tamafio 3 y dispersados desde un dispositivo
inhalador en polvo seco.

Tabla 17 Propiedades de polvo y aerosol de formulaciones que contienen Fab anti-

TSLP secado por aspersion

Formulacién n.° 1 Formulaciéon n.° 2 Formulacién n.°
1 % p/p de Fab anti- | 12 % de p/p de Fab 3
TSLP anti-TSLP 40 % de p/p de
Fab anti-TSLP
oVMD [um] (n=2) 1,5 (d50) 1,5 (d50) 1,9 (d50)

3,5 (d90) 3,5 (d90) 4,1 (d90)
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cBD [g/cm?] 0,72 0,70 0,58
SSA [m?/g] 3,5 4,12 4.6
FPM<s,m [mg Fabi] | 0,17 1,9 5,9
(n=3)

FPF<sum [%] (n=3) | 95,1 94,3 85,4
MMAD (n=3) 2,3 2,2 2,7

De particular interés es el éxito en el llenado de 50 mg de Formulacion n.° 3 en una sola
capsula de HPMC de tamafio 3, atribuible a la alta densidad aparente del polvo. La alta
densidad aparente (cBD) permitié la entrega de una carga util muy alta desde una sola
capsula (FPM < 5 um de aproximadamente 14 mg, FPF de 82 %, MMAD de 2,4 um).
Ademas, la Formulacion n.° 3, exhibe un ¢BD similar (0,58 g/cm3) y SSA (4,6 m2/g) a la de
la formulacién Fab anti-IL-4 n.° 2 (CBD = 0,59 g/cm3, SSA = 4,5 m2/g), lo que sugiere que
las propiedades del polvo se traducen entre formulaciones farmacéuticas que comprenden
diferentes ingredientes activos.
EJEMPLO 9 - PROPIEDADES DEL POLVO Y AEROSOL DE FORMULACIONES ANTI-
TSLP SECADAS POR ASPERSION EN TRES TAMANOS DE LOTE
Este ejemplo proporciona un analisis de las propiedades del polvo y del aerosol de las
formulaciones de leucina/trileucina con Fab anti-TSLP que utilizan tamafios de lote mas
grandes para permitir estudios de toxicologia por inhalacion no GLP y GLP. El escalado
requiere el uso de equipos de secado por aspersion a escala alternativa y ajustes a los
parametros del proceso de secado por aspersion, para tener en cuenta el aumento de calor
y el fluo masico a través del sistema y la necesidad de ciclos de procesamiento
prolongados.
Se fabricaron tres lotes de formulaciones Fab anti-TSLP secadas por pulverizacion en
tamafios de lotes crecientes. Los lotes comprendian: anti-TSLP Fab al 40 % p/p, trehalosa al
39 % p/p, leucina al 10,5 % p/p, trileucina al 2 % p/p, y citrato pH 6,0 al 8,5 % p/p. Los
parametros de proceso seleccionados para cada lote se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18 Parametros del proceso del secador por atomizacion para tres lotes de

formulacién Fab anti-TSLP de tamafio de lote creciente

Loten®1 Lote n.° 2 Lote n.° 3
Concentracién de materia prima | 60 75 75
[mg/mL]
Temperatura de salida (°C) 70 70 70
Tasa de alimentacion de |3 5 12
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materia prima (mL/min)

Flujo de gas del atomizador | 2,1 2,1 13,3

(kg/h)

Flujo de gas de secado (kg/hr) 59,5 59,5 155

Tamafio total del lote* 8,549 348 g 1,2 kg

Secador por atomizacion A escala de | A escala de | Escala
laboratorio laboratorio intermedia

Dias/horas de produccion ldia/1,1h 2 dias [/ 15,9 |2 dias / 22,4

horas horas

*Peso del polvo procesado

Prueba de rendimiento de aerosol de lote n.° 1 se realizé con una masa de relleno de polvo

de 50 mg en una capsula HPMC de tamafio 3, mientras que los lotes n°® 2 y n.° 3 se

ensayaron con una masa de relleno de 20 mg. Si bien hay un ligero aumento en el oVMD a

medida que el tamafo del lote aumenté de 8,5 g a 1,2 kg, se logré una densidad de polvo a

granel comprimido (cBD) de entre 0,45 y 0,85 g/cm®. El rendimiento del aerosol de los

polvos también se mantuvo independientemente del tamafio del lote, con una alta carga util

de Fab anti-TSLP desde el dispositivo inhalador basado en capsulas. El demuestra la

escalabilidad de la formulacion con ajustes minimos en el proceso de secado por aspersion.

Los resultados completos de la caracterizacion del polvo y las pruebas de rendimiento del

aerosol se resumen en la Tabla 19.

Tabla 19 Propiedades del polvo y rendimiento del aerosol para tres lotes Fab anti-

TSLP de tamafio de lote creciente

Loten°1 Lote n.° 2 Lote n.° 3
oVMD [um] | 1,5 (d50) 1,7 (d50) 1,9 (d50)
(n=2) 3,2 (d90) 3,8 (d90) 4.1 (d90)
CBD [g/cm?®] 0,58
SSA [m?/g] 4,6
FPM<sym [mg | 14,3 5,6 5,9
anti-TSLP  Fab]

(n=3)

FPFesm [%] | 81,9 83,4 85,4
(n=3)

MMAD [um] | 2,4 2,4 2,7
(n=3)
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Ejemplo 10 Caracterizacion adicional de formulaciones de leucinal/trileucina que
comprenden un tensioactivo.

Se generaron lotes adicionales de formulaciones de trileucina/leucina que comprendian
cantidades variables de PS-80. Las composiciones de formulacién y los parametros de
proceso para la generacion de cada lote se muestran en la Tabla 20. Por lo demas, la

generacién de la formulacién fue como se describe en el ejemplo 6.
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Las propiedades de aerosol de las formulaciones de la Tabla 20 se analizaron usando los

métodos descritos en el Ejemplo 7. Los resultados del analisis se muestran en la Tabla 21.

Tabla 21: Desempefio en aerosol de formulaciones que comprenden PS-80

FPM
%FPF
(<5,0um)MMAD (um)
o (<5,0um)

Descripcion (mg)
40 % de FAB,, control 78 5,5 2,55
40 % de FAB,, 0,27 % p/p PS80 77 5,9 2,56
40 % de FAB,, 0,67 % p/p PS80 70 4.4 2,68
40 % de FAB,, 1,33 % p/p PS80 75 4,5 2,7
40 % de FAB,, 2,00 % p/p PS80 82 4,2 2,27
40 % de FAB,, 2,67 % p/p PS80 68 4,0 2,63

También se midieron el contenido de agregados, oVMD, contenido de humedad residual,

Tg, cBD y SSA utilizando los métodos descritos en los ejemplos anteriores. Los resultados

del andlisis de las propiedades del polvo se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22: Propiedades del polvo de formulaciones en polvo seco que comprenden FAB;: y

variantes (p/p) cantidades de PS-80.

% p/p de ps80 0% 0,27% | 0,67 % 1,33 % 2,00 % 2,67 %
HP-SEC % MPP 99,3 99,3 99,5 99,5 99,5 99,4
% de Ag 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1
d10 (um) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
oVMD d50 (um) 1,8 1,8 1,8 1,7 1,2 15
d90 (um) 4 3,9 4,0 3,9 2,9 4,6
Lapso 19 19 2,0 2,0 2,1 2,7
Humedad residual (%) 1,6 1,6 1,7 19 19 0,4
Abierto (°C) 123 124 121 121 121 124
E Cerrado (°C) 99 98 96 95 96 115
cBD (g/cm3) 0,58 0,60 0,59 0,59 nm* 0,55
SSA (m2/g) 4,60 5,02 4,37 4,05 nm 4,24

*nm — no medido

El andlisis muestra que las propiedades del polvo son, en gran medida, equivalentes a las

de la formulacion de control, independientemente del % (p/p) cantidad de PS-80.

A continuacion, se analiz6 el contenido de particulas subvisibles (SVP) de las formulaciones
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descritas en la Tabla 22. Los recuentos de particulas subvisibles (SVP) se midieron
utilizando la tecnologia de imagenologia de microflujo (MFI). La MFI combina microscopia
de flujo microfluidica y un analisis de particulas de imagenologia de alta resolucién para
cuantificar los conteos de SVP y agrupar estos conteos a través de un intervalo de tamafio
de particula. Antes de la prueba, las muestras de polvo se disolvieron en agua y se agitaron
suavemente para garantizar una distribucion uniforme de las particulas, luego se cargaron
en Protein Simple MFI 5200 (CA, EUA). Los resultados se informaron como recuentos para
diferentes tamanos de particulas (€1 ym, <2 pym, <5 ym, <10 ym y <25 pum) por ml. La FIG.
14A muestra que la inclusion de 0,27 % (p/p) PS-80 en la formulacion en polvo seco reduce
el numero absoluto de SVP por ml en la reconstitucion. La reduccion en los recuentos de
SVP disminuye al aumentar la concentraciéon de PS-80. Se observaron disminuciones
significativas en SVP al agregar 0,67 % (p/p) PS-80, con una cantidad insignificante de SVP
con un didmetro de particula superior a 5 um. La tendencia se observd cuando la
formulacién se reconstituyé a una concentracion de 30 mg/ml FAB: o 2,5 mg/ml FAB; (FIG.
14B).

La caracterizacion de la formulacion y el andlisis de las SVP se llevaron a cabo como se
describe anteriormente para una segunda formulacién que contenia excipientes. En este
estudio, se utiliz6 como excipiente poloxadmero 188, a diferencia de PS-80.

Se examinaron cantidades de multiples % p/p poloxamero 188. Las composiciones de
formulacién y los parametros de proceso para la generacion de cada lote de formulacion
fueron como se describe en la Tabla 20 para formulaciones que contienen PS-80. Se
moadifico la cantidad de trehalosa para compensar la cantidad variable de poloxamero 188.
También se midieron el contenido de agregados, oVMD, contenido de humedad residual,
Tg, cBD y SSA utilizando los métodos descritos en los ejemplos anteriores. Los resultados
del andlisis de las propiedades del polvo se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23: Propiedades del polvo de formulaciones en polvo seco que comprenden FAB; y
variantes (p/p) cantidades de poloxamero-188.

% p/p P-188 0 0,67 % 1% 1,67 % 2,67 % 10 %
HP- % MPP 99,3 99,5 99,3 99,5 99,5 99,3
SEC % de Ag 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
d10 (um) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
UMD d50 (um) 1,8 1,9 1,8 1,8 1,7 1,8
d90 (um) 4,0 4,2 3,9 4,2 4,1 4,3
Lapso 19 2,0 19 2,1 2,1 2,1
Humedad residual (%) 1,6 1,3 19 1,2 1,2 15
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Abierto (°C) 123 122 121 123 123 122

1 Cerrado (°C) 99 102 94 103 103 98
cBD (g/cm3) 0,58 0,60 0,57 0,67 0,75 Nm*
SSA (m2/g) 4,60 Nm 471 Nm 4,45 nm

*nm — no medido

Las propiedades de aerosol de las formulaciones de poloxdmero-188 también se analizaron
usando los métodos descritos en el Ejemplo 7. Los resultados del analisis se muestran en la
Tabla 24.

Tabla 24: Desempefio en aerosol de formulaciones que comprenden Poloxamero-188
(P188)

FPM
o %FPF
Descripcion (<5,0um)MMAD (um)
(<5,0um)

(mg)
40 % de FAB,, control 78 55 2,55
40 % de FAB,, 0,67 % p/p P188[ 67 4,5 2,61
40 % de FAB,, 1 % p/p P188 86 5,4 2,82
40 % de FAB,, 1,67 % p/p P188[ 66 4,2 2,76
40 % de FAB,, 2,67 % p/p P188] 70 4.6 2,91
40 % de FAB,, 10 % p/p P188 56 3,0 3,41

Se analizé el contenido de SVP de las formulaciones de P188 utilizando los métodos
descritos anteriormente. La FIG 15A muestra que la inclusion de 0,67 % (p/p) P188 en la
formulacién en polvo seco reduce el nimero absoluto de SVP por ml en la reconstitucion. La
tendencia se observd cuando la formulaciéon se reconstituyé a una concentracién de 30
mg/ml FAB; (FIG. 15A) o 2,5 mg/ml FAB; (FIG. 15B).

Ejemplo 11 Caracterizacion adicional de formulaciones de leucinaltrileucina que
comprenden 1,1 % (p/p) de PS-80.

En este ejemplo, las propiedades del polvo de una formulacion en polvo seco que
comprende 1 % o 40 % (p/p) de Fab: y 1,1 % (p/p) de PS-80 fueron analizados. Las
composiciones de formulacién completas se muestran en la Tabla 25. Las formulaciones se
fabricaron como se describe en el Ejemplo 6.

Tabla 25: Cantidades en peso de excipientes en formulaciones en polvo seco que
comprenden 1,1 % (p/p) de PS-80 y 40 % (p/p) 0 1 % (p/p) de Fab;.
Fab: 40 % (p/p) Fabi 1% (p/p)
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Trileucina 2 2
Leucina 10,5 10,5
Trehalosa 37,9 76,9
Amortiguador de citrato 8,5 8,5

La estabilidad de las formulaciones se analizé después del almacenamiento durante uno o
tres meses a 40 °C y 75 % de humedad relativa (40/75) o 25 °C y 60 % de humedad relativa
(25/60). Se probaron las distribuciones de tamafio de particulas, el contenido de humedad y
la rugosidad de la superficie. Las Figuras 16A y B muestran que el contenido de humedad y
las distribuciones de tamafo de particula permanecieron estables a lo largo del tiempo para
formulaciones que contenian 40 % (p/p) de Fabs. La Figura C muestra que la morfologia de
las particulas se mantiene constante a lo largo del tiempo. Las Figuras 17A y 17B muestran
que el contenido de humedad y las distribuciones de tamafio de particula permanecieron
estables a lo largo del tiempo para formulaciones que contenian 1 % (p/p) de Fabi. La
Figura 17C muestra que la morfologia de las particulas se mantiene constante a lo largo del
tiempo.

La formacién de SVP en la reconstitucion después del almacenamiento en 40/75 durante 1 o
3 meses, 0 25/60 durante 3 meses se analiz6. El andlisis se llevd a cabo como se describe
en el Ejemplo 8. La Figura 18A muestra que, tras la reconstitucion de la formulacion de 40 %
(p/p) de Fab; a una concentracion de Fab: de 30 mg.ml, la cantidad de SVP que se forma
bajo cada condiciébn no cambia. La Figura 18B muestra que, tras la reconstitucion de
formulacion de 1 % (p/p) de Fab; a una concentracién de Fab: de 0,75 mg/ml, la cantidad de
SVP que se forma bajo cada condicién no cambia.

Las caracteristicas del aerosol también se probaron después del almacenamiento. Los
resultados se muestran en la Tabla 26 y 27.

Tabla 26: Rendimiento de aerosol de formulaciones que comprenden 40 % (p/p) de Fab: y
1,1 % (p/p) de PS-80 inmediatamente después de la fabricacion y después del

almacenamiento durante 1 o0 3 meses a 40/75 o 3 meses en 25/60.

T=0 1m 3m 3m
B 40/75 | 40/75 | 25/60
% FPF
81 87 77 78
(<5um)
FPM
5,2 5.1 47 5.1
(<5um)
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(mQ)
MMAD
2,97 277 | 3,20 | 3,16
(um)
DD (%) 85 87 82 84

Tabla 27: Rendimiento de aerosol de formulaciones que comprenden 1 % (p/p) de Fab:y 1,1
% (p/p) de PS-80 inmediatamente después de la fabricacion y después del almacenamiento
durante 1 o 3 meses a 40/75 o 3 meses en 25/60.

T=0 1m 3m 3m
- 40/75 | 40/75 | 25/60
% FPF
79 79 73 73
(<5um)
FPM
(<5um) 0,12 011 | 011 | 01
(mg)
MMAD
3,11 3,05 | 324 | 327
(um)
DD (%) 77 83 81 78

El porcentaje de dosis administrada (DD) también se caracteriz6 después del
almacenamiento de cada formulacion en cada condicion. Los resultados se muestran en la
Tabla 26 y 27.

La potencia de Fab; en cada una de las formulaciones descritas en la Tabla 25 también se
evalud después del almacenamiento a 40/75 durante 1 0 3 meses, 0 25/60 durante 3 meses.
La potencia se determind usando fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo (HTRF).
HTRF combina la tecnologia de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia
(FRET) con mediciones resueltas en el tiempo (TR). Cuando dos fluoréforos, un donante y
un aceptor, estdn muy cerca uno del otro, la excitacion del donante provoca una
transferencia de energia al aceptor, creando asi una sefial FRET. En este ensayo, el criptato
de estreptavidina-europio, unido a TSLP humano biotinilado, es el donante y un mAb anti-
TSLP marcado con d2 es el aceptor. FAB: se une al TSLP humano y evita la uniéon del mAb
marcado. Esto, a su vez, aumenta la distancia entre los fluor6foros donante y aceptor y tiene
como resultado una disminucion de la sefial FRET.

Después de evaluar el paralelismo entre el estandar de referencia y el control del ensayo o

entre el estandar de referencia y las muestras de prueba, se realiza un ajuste de curva
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logistica de cuatro parametros (4PL) restringido y las potencias relativas del control del
ensayo FAB: y las muestras de prueba se calculan dividiendo el valor IC50 de el estandar
de referencia por el valor IC50 del control de ensayo o cada muestra de prueba y
multiplicando por 100 %.

Los niveles de potencia de Fab; estaban entre el 85 y el 110 % de la potencia de Fab;
inmediatamente reconstituido (es decir, t=0) de la formulacién equivalente.
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Sera evidente para un experto en las técnicas pertinentes que se pueden realizar otras
modificaciones y adaptaciones adecuadas a los métodos y aplicaciones descritos en el
presente documento sin apartarse del alcance de ninguna de las modalidades. Los ejemplos
a continuacion se incluyen en la presente con fines ilustrativos solamente y no pretenden ser
limitantes.

Debe entenderse que si bien se han ilustrado y descrito ciertas realizaciones en este
documento, las reivindicaciones no deben limitarse a las formas o disposiciones especificas
de las piezas descritas y mostradas. En la memoria descriptiva, se han descrito
realizaciones ilustrativas y, aunque se emplean términos especificos, se utilizan Unicamente
en un sentido genérico y descriptivo y no con fines limitativos. Las modificaciones y
variaciones de las modalidades son posibles en virtud de las instrucciones anteriores. Por lo
tanto, debe entenderse que las modalidades pueden ponerse en practica de una forma
diferente a la descrita especificamente.

Aunqgue se describen anteriormente varias modalidades, debe entenderse que se presentan
solamente como ilustraciones y ejemplos de la presente tecnologia, y no son de ningun
modo limitantes. Serd evidente para los expertos en la técnica relevante que pueden
realizarse varios cambios en la forma y detalles en la presente sin apartarse del espiritu y
alcance de la presente tecnologia. Por lo tanto, la extension y el alcance de la presente
tecnologia no deberian verse limitados por ninguna de las modaldiades anteriormente
descritas, sino que deberian definirse Unicamente de acuerdo con las reivindicaciones
adjuntas y sus equivalentes. También se entendera que cada caracteristica de cada
realizacién discutida en este documento, y de cada referencia citada en este documento,
puede usarse en combinacién con las caracteristicas de cualquier otra modalidad. Todas las
patentes y publicaciones tratadas en la presente se incorporan mediante referencia a la

presente en su totalidad.



