FORMULACIONES DE PROTEINAS QUIMERICAS DE FACTOR VIII Y
USOS DE LAS MISMAS

SOLICITUD RELACIONADA

[0001] Esta solicitud reivindica prioridad para la solicitud provisional de EE.UU. Nam.
63/256.432, presentada el 15 de octubre de 2021, cuyo contenido se incorpora en el presente
documento en su totalidad.

REFERENCIA A LA LISTA DE SECUENCIAS PRESENTADA ELECTRONICAMENTE

[0002] El contenido de la lista de secuencias presentada electrénicamente en formato de archivo
XML (Nombre: SA9-483PC_SL_ST26.xml; Tamafo: 55.697 bytes; Creado: 4 de octubre

de 2022) se incorpora en el presente documento en su totalidad.

ANTECEDENTES DE LA DIVULGACION

[0003] La hemofilia A es un trastorno de sangrado causado por defectos en el gen que codifica
el factor VIII de coagulacion (FVIII) y afecta a 1-2 de cada 10.000 nacimientos masculinos.
Graw et al., Nat. Rev. Genet. 6(6): 488-501 (2005). Los pacientes afectados de hemofilia
A pueden ser tratados con infusiones de FVIII de plasma purificado o de FVIII producido
de forma recombinante. Se sabe que muchos productos de FVIII disponibles
comercialmente tienen una semivida de aproximadamente 8-12 horas, lo que requiere
una administracion intravenosa frecuente a los pacientes. Véanse Weiner M.A. y Cairo,
M.S., Pediatric Hematology Secrets, Lee, M.T., 12. Disorders of Coagulation, Elsevier
Health Sciences, 2001; Lillicrap, D. Thromb. Res. 122 Supl. 4: T2-8 (2008). Ademas, se
han probado varios métodos para prolongar la semivida del FVIII. Por ejemplo, los
enfoques en desarrollo para prolongar la semivida de los factores de coagulacién incluyen
pegilacién, glicopegilacion y conjugacién con albumina. Véase Dumont et al., Blood.
119(13): 3024-3030 (2012). Se han demostrado resultados coherentes en seres
humanos; por ejemplo, se inform6 de que rFVIIIFc mejora la semivida hasta ~1,7 veces
en comparacioén con ADVATE® en pacientes con hemofilia A. Véase Powell et al., Blood.
119(13): 3031-3037 (2012). Por lo tanto, los aumentos de la semivida, a pesar de mejoras
menores, indican la presencia de otros factores limitantes de la semivida, tales como el
aclaramiento del FvW. Pipe et al., Blood. 128(16):2007-2016 (2016)).



[0004]

[0005]

[0006]

[0007]

[0008]

El efanesoctocog alfa (también conocido como Efa y BIVV001) es una proteina de fusién
gue esta disefiada para desacoplar el factor VIII de coagulacién recombinante del VWF
en circulacion. La proteina quimérica comprende una Unica proteina de factor VIII
recombinante fusionada a Fc dimérico, un dominio D'D3 de VWF y dos polipéptidos ELNN.
Chhabra et al. Blood 135(17): 1484-1496 (2020). En uno de los primeros estudios en los
gue participaron pacientes con hemofilia A grave, una Unica inyeccion intravenosa de
efanesoctocog alfa produjo niveles elevados y sostenidos de actividad del factor VIII, con
una semivida que era hasta cuatro veces la semivida asociada con el factor VIII
recombinante. Véase Konkle et al., NEJM. 383:1018-27 (2020).

Sin embargo, sigue existiendo la necesidad de composiciones farmacéuticas mejoradas.

COMPENDIO DE LA DIVULGACION

La presente divulgacion esta dirigida a, entre otras cosas, a composiciones farmacéuticas
que comprenden una proteina de Factor VIII (“FVIII"), kits que comprenden tales
composiciones farmacéuticas, y métodos terapéuticos y usos de las composiciones
farmacéuticas.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende una proteina
guimérica o una proteina que comprende una primera cadena polipeptidica que
comprende una proteina de FVIII o una porcién de la misma y una primera region
constante de inmunoglobulina (“Ig”) o una porciéon de la misma, y una segunda cadena
polipeptidica que comprende una proteina de Factor de von Willebrand (“VWF”) y una
segunda region constante de Ig o una porcion de la misma. En algunas realizaciones, la
proteina quimérica comprende (i) una proteina de FVIII que comprende un polipéptido de
FVIII, un Polipéptido ELNN insertado dentro del dominio B (p. €j., reemplazando al menos
una porcién del dominio B) del polipéptido de FVIII, y una primera regién Fc; y (ii) una
proteina de VWF que comprende un fragmento de VWF (p. €j., un fragmento que
comprende los dominios D'D3 de VWF, cuyo fragmento puede comprender mutaciones),
un segundo Polipéptido ELNN, un conector escindible por trombina (tal como un conector
a2), y una segunda region Fc. En algunas realizaciones, la proteina quimérica divulgada
en el presente documento es un heterodimero FVIII-ELNN-Fc/D’'D3-ELNN-Fc.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende: (a) una proteina FVIII;
(b) sacarosa de aproximadamente 1% (p/v) a aproximadamente 7,5% (p/v); (c) histidina
de aproximadadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM; (d) arginina de
aproximadadamente 200 mM a aproximadamente 300 mM; (e) cloruro de calcio de

aproximadadamente 2,5 mM a aproximadamente 10 mM; y (f) de aproximadamente
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[0009]

[0010]

(@)

0,01% (p/v) a aproximadamente 1,0% (p/v) de un poloxamero. En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica comprende: (a) una proteina FVIII; (b) sacarosa de
aproximadamente 1% (p/v) a aproximadamente 7,5% (p/v); (c) L-histidina de
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM,; (d) L-arginina-HCl| de
aproximadamente 200 mM a aproximadamente 300 mM; (e) cloruro de calcio de
aproximadadamente 2,5 mM a aproximadamente 10 mM; y (f) de aproximadamente
0,01% (p/v) a aproximadamente 1,0% (p/v) de un poloxamero. En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica comprende: (a) una proteina de Factor VIII (“FVIII); (b)
sacarosa de aproximadamente 1% (p/v) a aproximadamente 7,5% (p/v); (c) L-histidina de
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM; (d) L-arginina-HCI de
aproximadamente 200 mM a aproximadamente 300 mM; (e) dihidrato de cloruro de calcio
de aproximadadamente 2,5 mM a aproximadamente 10 mM; y (f) de aproximadamente
0,008% (p/v) a aproximadamente 0,1% (p/v) de un poloxamero.

En algunas realizaciones, la composicion comprende L-arginina-HCI aproximadamente
250 mM. En algunas realizaciones, la composicion comprende L-arginina-HCI
aproximadamente 250 mM. En algunas realizaciones, el poloxdmero es poloxamero 188
(poloxdmero 188, que también es conocido como P188). El poloxamero 188 es bien
conocido en la técnica.

En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion
farmacéutica que comprende:

una proteina quimérica que comprende una primera cadena polipeptidica que

comprende una proteina de Factor VIII (“FVIII") y una primera regidon constante de

inmunoglobulina (“Ig”) o una porcién de la misma, y una segunda cadena polipeptidica que

comprende una proteina de Factor de von Willebrand (“VWF”) y una segunda regién constante

de Ig o una porcién de la misma;

(b)
(c)
(d)
(e)
(f)
[0011]

sacarosa de aproximadamente 1% (p/v) a aproximadamente 7,5% (p/v);

histidina de aproximadadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM;

arginina de aproximadadamente 200 mM a aproximadamente 300 mM,;

cloruro de calcio de aproximadadamente 2,5 mM a aproximadamente 10 mM; y

de aproximadadamente 0,01% (p/v) a aproximadamente 1,0% (p/v) de poloxamero 188.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende aproximadamente 250
Ul, 500 Ul, 1000 Ul, 2000 Ul, 3000 Ul, o 4.000 Ul de la proteina quimérica. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica comprende mas de aproximadamente 250 Ul
de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica

comprende mas de aproximadamente 300 Ul de la proteina quimérica. En algunas



realizaciones, la composicién farmacéutica comprende mas de aproximadamente 500 Ul
de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende al menos aproximadamente 500 Ul de la proteina quimérica. En algunas
realizaciones, la composicién farmacéutica comprende mas de aproximadamente 85
IU/ml de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende mas de aproximadamente 100 IU/ml de la proteina quimérica. En algunas
realizaciones, la composicién farmacéutica comprende mas de aproximadamente 200
IU/ml de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende al menos aproximadamente 200 IU/ml de la proteina quimérica.

[0012] En algunas realizaciones, la primera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminodcidos expuesta como SEQ ID NO: 1y la segunda cadena polipeptidica comprende
la secuencia de aminoacidos expuesta como SEQ ID NO: 2, en donde la primera cadena
polipeptidica y la segunda cadena polipeptidica estdn conectadas covalentemente
mediante dos enlaces disulfuro entre dominios Fc en la primera y segunda cadenas
polipeptidicas. En algunas realizaciones, la proteina quimérica es efanesoctocog alfa.

[0013] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa de
aproximadamente 1% (p/v) a aproximadamente 5% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende histidina de aproximadadamente 5 mM a
aproximadamente 15 mM. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende arginina de aproximadadamente 200 mM a aproximadamente 300 mM. En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende cloruro de calcio de
aproximadadamente 2,5 mM a aproximadamente 10 mM. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende poloxamero 188 (P188). En algunas realizaciones,
la composicién farmacéutica comprende poloxamero 188 de aproximadadamente 0,01%
(p/v) a aproximadamente 1,0% (p/v).

[0014] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica que comprende:

@ sacarosa de aproximadamente 1% (p/v) a aproximadamente 5% (p/v);

(b) histidina de aproximadadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM;

(© arginina de aproximadadamente 200 mM a aproximadamente 300 mM,;

(d) cloruro de calcio de aproximadadamente 2,5 mM a aproximadamente 10 mM; y

(e) poloxamero 188 de aproximadadamente 0,01% (p/v) a aproximadamente 1,0% (p/v).

[0015] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion
farmacéutica que comprende:

(a) sacarosa a aproximadamente 1%, 2%, o 5% (p/v);



(b) histidina aproximadamente 10 mM;

(© arginina aproximadamente 250 mM,;
(d) cloruro de calcio aproximadamente 5 mM; y
(e) poloxamero 188 a aproximadadamente 0,1% (p/v)

[0016] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica que comprende:

(@) sacarosa a aproximadamente 5% (p/v)

(b) L-histidina aproximadamente 10 mM;

(© L-arginina-HCI aproximadamente 250 mM;

(d) cloruro de calcio aproximadamente 5 mM; y

(e) poloxamero 188 a aproximadadamente 0,1% (p/v).

[0017] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica que comprende:

(@ sacarosa a aproximadamente 2% (p/v);

(b) L-histidina aproximadamente 10 mM;

(© L-arginina-HCI aproximadamente 250 mM;

(d) cloruro de calcio aproximadamente 5 mM; y

(e) poloxamero 188 a aproximadadamente 0,1% (p/v).

[0018] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicién

farmacéutica que comprende:

(a) sacarosa a aproximadamente 1% (p/v);

(b) L-histidina aproximadamente 10 mM;

(© L-arginina-HCI aproximadamente 250 mM;

(d) cloruro de calcio aproximadamente 5 mM; y

(e) poloxamero 188 a aproximadadamente 0,1% (p/v).

[0019] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica que comprende:

@ de 10 mg/mL a 60 mg/mL de sacarosa;

(b) de 1,5 mg/mL a 2,0 mg/mL de L-histidina;

(© de 40 mg/mL a 70 mg/mL de L-arginina-HCI;

(d) de 0,4 mg/mL a 0,9 mg/mL de cloruro de calcio; y
(e) de 0,6 mg/mL a 1,6 mg/mL de poloxamero 188.

[0020] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion
farmacéutica que comprende:

(@) 56,12 mg/ml de sacarosa;



(b) 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;
(d) 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) 1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0021] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica que comprende:

(@) 22,45 mg/ml de sacarosa;
(b) 1,74 mg/ml de L-histidina;
(© 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) 1,12 mg/ml de poloxdmero 188.
[0022] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica que comprende:

(@ 22,45 mg/ml de sacarosa;

(b) 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;
(d) 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y
(e) 1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0023] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica que comprende:

(a) 11,23 mg/ml de sacarosa;

(b) 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) 1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0024] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica que comprende:

@ 11,23 mg/ml de sacarosa;

(b) 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;
(d) 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y
(e) 1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0025] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion
farmacéutica que comprende:

(@) de 10 mg/mL a 60 mg/mL de sacarosa;



(b) de 1,5 mg/mL a 2,0 mg/mL de L-histidina;

(© de 40 mg/mL a 70 mg/mL de L-arginina-HCI;
(d) de 0,5 mg/mL a 0,9 mg/mL de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) de 0,6 mg/mL a 1,6 mg/mL de poloxamero 188.

[0026] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una

farmacéutica que comprende:

(@) aproximadamente 50 mg/mL de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,6 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 52,7 mg/mL de L-arginina-HCI

(d) aproximadamente 0,7 mg/mL de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1 mg/mL de poloxamero 188.

[0027] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una

farmacéutica que comprende:

(@ aproximadamente 20 mg/mL de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,6 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 52,7 mg/mL de L-arginina-HCI,

(d) aproximadamente 0,7 mg/mL de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1 mg/mL de poloxamero 188.

[0028] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una

farmacéutica que comprende:

(a) aproximadamente 20 mg/mL de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,6 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 52,7 mg/mL de L-arginina-HCI,
(d) aproximadamente 0,6 mg/mL de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1 mg/mL de poloxamero 188.

[0029] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una

farmacéutica que comprende:

@ aproximadamente 20 mg/mL de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,6 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 43,6 mg/mL de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,7 mg/mL de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1 mg/mL de poloxdmero 188.

[0030] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una
farmacéutica que comprende:

(@) aproximadamente 10 mg/mL de sacarosa,;

composicion

composicion

composicion

composicion

composicion



(b) aproximadamente 1,6 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 43,6 mg/mL de L-arginina;
(d) aproximadamente 0,6 mg/mL de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1 mg/mL de poloxdmero 188.

[0031] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una

farmacéutica que comprende:

(@) aproximadamente 10 mg/mL de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,6 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 52,7 mg/mL de L-arginina-HCI

(d) aproximadamente 0,7 mg/mL de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1 mg/mL de poloxamero 188.

[0032] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una

farmacéutica que comprende:

(@ aproximadamente 10 mg/mL de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,6 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 52,7 mg/mL de L-arginina-HCI,
(d) aproximadamente 0,6 mg/mL de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1 mg/mL de poloxamero 188.

[0033] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una

farmacéutica que comprende:

(a) aproximadamente 10 mg/mL de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,6 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 43,6 mg/mL de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,7 mg/mL de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1 mg/mL de poloxamero 188.

[0034] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una

farmacéutica que comprende:

@ aproximadamente 10 mg/mL de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,6 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 43,6 mg/mL de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,6 mg/mL de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1 mg/mL de poloxdmero 188.

[0035] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una
farmacéutica que comprende:

(@) de 10 mg/mL a 60 mg/mL de sacarosa;

composicion

composicion

composicion

composicion

composicion



(b) de 1,5 mg/mL a 2,0 mg/mL de L-histidina;

(© de 50 mg/mL a 70 mg/mL de L-arginina-HCI;
(d) de 0,7 mg/mL a 0,9 mg/mL de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) de 0,6 mg/mL a 1,6 mg/mL de poloxamero 188.

[0036] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica que comprende:

(@) de 10 mg/mL a 60 mg/mL de sacarosa;

(b) de 1,5 mg/mL a 2,0 mg/mL de L-histidina;

(© de 50 mg/mL a 70 mg/mL de L-arginina-HCI;

(d) de 0,4 mg/mL a 0,8 mg/mL de cloruro de calcio; y
(e) de 0,6 mg/mL a 1,6 mg/mL de poloxamero 188.

[0037] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica que comprende:

(@ de 10 mg/mL a 60 mg/mL de sacarosa;

(b) de 1,5 mg/mL a 2,0 mg/mL de L-histidina;

(© de 40 mg/mL a 60 mg/mL de L-arginina;

(d) de 0,7 mg/mL a 0,9 mg/mL de cloruro de calcio; y
(e) de 0,6 mg/mL a 1,6 mg/mL de poloxamero 188.

[0038] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica que comprende:

(a) de 10 mg/mL a 60 mg/mL de sacarosa;

(b) de 1,5 mg/mL a 2,0 mg/mL de L-histidina;

(© de 40 mg/mL a 60 mg/mL de L-arginina;

(d) de 0,4 mg/mL a 0,7 mg/mL de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) de 0,6 mg/mL a 1,6 mg/mL de poloxamero 188.

[0039] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica que comprende:

@ 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) 1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0040] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicién
farmacéutica que comprende:

(@) 22,45 mg/ml de sacarosa,;



(b)
(€)
(d)
(€)

1,74 mg/ml de L-histidina;

59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y
1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0041] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

(@)
(b)
(c)
(d)
(e)

farmacéutica que comprende:

22,45 mg/ml de sacarosa;

1,74 mg/ml de L-histidina;

48,88 mg/ml de L-arginina;

0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y

1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0042] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

(@)
(b)
(€)
(d)
(€)

farmacéutica que comprende:

22,45 mg/ml de sacarosa;

1,74 mg/ml de L-histidina;

59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;
0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y
1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0043] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

(@)
(b)
(c)
(d)
(e)

farmacéutica que comprende:

22,45 mg/ml de sacarosa;

1,74 mg/ml de L-histidina;

48,88 mg/ml de L-arginina;

0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0044] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

(@)
(b)
(c)
(d)
(€)

farmacéutica que comprende:

11,23 mg/ml de sacarosa;

1,74 mg/ml de L-histidina;

59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y

1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0045] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

(@)

farmacéutica que comprende:

11,23 mg/ml de sacarosa;
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(b)
(€)
(d)
(€)

1,74 mg/ml de L-histidina;

48,88 mg/ml de L-arginina;

0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y
1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0046] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

(@)
(b)
(c)
(d)
(e)

farmacéutica que comprende:
11,23 mg/ml de sacarosa;
1,74 mg/ml de L-histidina;
59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;
0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0047] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

(@)
(b)
(€)
(d)
(€)

farmacéutica que comprende:
11,23 mg/ml de sacarosa;
1,74 mg/ml de L-histidina;
48,88 mg/ml de L-arginina;
0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y
1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0048] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

farmacéutica segun cualquiera de las realizaciones divulgadas, que comprende
adicionalmente un pH de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica divulgada en el presente documento tiene un
pH de aproximadamente 7,0. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
divulgada en el presente documento tiene un pH de aproximadamente 6,8. En algunas
realizaciones la composicion farmacéutica divulgada en el presente documento no
comprende NaCl. En algunas realizaciones la composicion farmacéutica divulgada en el
presente documento comprende menos de 8,8 mg/mL de cloruro de sodio (NaCl). En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica divulgada en el presente documento
comprende L-histidina. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica divulgada
en el presente documento comprende L-arginina. En algunas realizaciones, la
composicion farmaceéutica divulgada en el presente documento comprende arginina-HCI.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica divulgada en el presente
documento comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicién
farmacéutica divulgada en el presente documento comprende dihidrato de cloruro de

calcio.

-11 -



[0049] En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga una composicion

[0050]

[0051]

farmacéutica segun cualquiera de las realizaciones divulgadas, en donde la composicién
farmacéutica tiene una concentracioén de proteina quimérica de aproximadamente 0,8 a
aproximadamente 1,2 mg/mL. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
divulgada en el presente documento comprende de 75 Ul/mL a 2,000 Ul/mL de la proteina
guimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica divulgada en el
presente documento tiene una osmolalidad de aproximadamente 525 a aproximadamente
725 mOsm/kg. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica divulgada en el
presente documento tiene una osmolalidad de aproximadamente 500 a aproximadamente
650 mOsm/kg. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica divulgada en el
presente documento tiene una osmolalidad de aproximadamente 600 a aproximadamente
650 mOsm/kg. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica divulgada en el
presente documento tiene una turbidez de menos de aproximadamente 7 Unidades
Nefelométricas de Turbidez (NTU).

En algunas realizaciones, en el presente documento se divulga un método de
almacenamiento de una composicién farmacéutica, que comprende mantener una
composicion farmacéutica divulgada en el presente documento a una temperatura de
aproximadamente -20°C a aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente
1 a aproximadamente 36 meses. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
se almacena a una temperatura de aproximadamente -20°C, aproximadamente -25°C,
aproximadamente -30°C, aproximadamente -35°C, o aproximadamente -40°C durante al
menos aproximadamente 1 a aproximadamente 36 meses. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica se almacena a una temperatura de aproximadamente -20°C,
aproximadamente -25°C, aproximadamente -30°C, aproximadamente -35°C, o
aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente 3, 6, 9, 12, 18, 21, 24, 27,
30, 33, 0 36 meses. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se almacena
a una temperatura de aproximadamente -30°C durante al menos aproximadamente 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,11, 0 12 meses.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica ha sido almacenada a una
temperatura de aproximadamente -20°C a aproximadamente -40°C durante al menos
aproximadamente 1 a aproximadamente 36 meses. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica ha sido almacenada a una temperatura de aproximadamente
-20°C, aproximadamente -25°C, aproximadamente -30°C, aproximadamente -35°C, o

aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente 1 a aproximadamente 36

-12 -



[0052]

[0053]

[0054]

meses. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica ha sido almacenada a una
temperatura de aproximadamente -20°C, aproximadamente -25°C, aproximadamente
-30°C, aproximadamente -35°C, o aproximadamente -40°C durante al menos
aproximadamente 3, 6, 9, 12, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 0 36 meses. En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica ha sido almacenada a una temperatura de aproximadamente
-30°C durante al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 11, 0 12 meses.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es una composicion farmacéutica
liguida que ha sido congelada y después descongelada 2-5 veces. En algunas
realizaciones, la composicidon farmacéutica es una composicion farmacéutica liquida que
ha sido congelada y después descongelada 2 veces. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica es una composicién farmacéutica liquida que ha sido
congelada y después descongelada 3 veces. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica es una composicion farmacéutica liquida que ha sido congelada y después
descongelada 4 veces. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica es una
composicion farmacéutica liquida que ha sido congelada y después descongelada 5
veces.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende de aproximadamente
0,5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml de la proteina quimérica. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica comprende de aproximadamente 0,5 mg/ml a
aproximadamente 5 mg/ml de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende de aproximadamente 0,5 mg/ml a
aproximadamente 2 mg/ml de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 0,5 mg/ml de la proteina
guimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
aproximadamente 1 mg/ml de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 1,5 mg/ml de la proteina
guimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
aproximadamente 2 mg/ml de la proteina quimérica.

Asimismo, en el presente documento se divulga un método para tratar la hemofilia A en
un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de la
composicion farmacéutica segun cualquiera de las realizaciones divulgadas en el
presente documento. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es
autoadministrada. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es administrada
intravenosamente. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es

administrada intravenosamente a una dosis de aproximadamente 20 Ul/kg a
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[0055]

(i)
[0056]

[0057]

[0058]

aproximadamente 70 Ul/kg. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica es
administrada intravenosamente a una dosis de aproximadamente 50 Ul/kg. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica es administrada intravenosamente una vez
cada 7-10 dias. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es administrada
intravenosamente una vez a la semana.
Asimismo, en el presente documento se divulga un kit farmacéutico que comprende (i) un
primer recipiente que comprende una composicion farmacéutica liofilizada que
comprende
@) una proteina quimérica que comprende una primera cadena polipeptidica que
comprende una proteina de Factor VIII (“FVIII") o una porcién de la misma y una primera
region constante de inmunoglobulina (“Ig”) o una porcién de la misma, y una segunda
cadena polipeptidica que comprende una proteina de Factor de von Willebrand (“VWF”)
y una segunda regién constante de Ig o una porcién de la misma;
(b) de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 200 mg de sacarosa;
(© de aproximadamente 2,5 mg a aproximadamente 7,5 mg de histidina;
(d) de aproximadamente 140 mg a aproximadamente 200 mg de arginina;
(e) de aproximadamente 1,5 mg a aproximadamente 5 mg de cloruro de calcio; y
() de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10 mg de poloxamero 188, y

un segundo recipiente que comprende agua estéril.
En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende una primera cadena
polipeptidica que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta como SEQ ID NO: 1
y una segunda cadena polipeptidica que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta como SEQ ID NO: 2, en donde la primera cadena polipeptidica y la segunda
cadena polipeptidica estan conectadas covalentemente mediante dos enlaces disulfuro
entre dominios Fc en la primera y segunda cadenas polipeptidicas.
En algunas realizaciones, el kit farmacéutico divulgado en el presente documento
comprende una composicion farmacéutica liofilizada que comprende:
@) de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 200 mg de sacarosa;
(b) de aproximadamente 2,5 mg a aproximadamente 7,5 mg de histidina;
(© de aproximadamente 140 mg a aproximadamente 200 mg de arginina;
(d) de aproximadamente 1,5 mg a aproximadamente 5 mg de cloruro de calcio; y
(e) de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10 mg de poloxdmero 188.
En algunas realizaciones el kit farmacéutico comprende una composicion farmacéutica
liofilizada que no comprende NacCl. En algunas realizaciones la composicion farmacéutica

liofilizada comprende menos de 8.8 mg/mL de cloruro de sodio (NaCl). En algunas
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realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende L-histidina. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende L-arginina. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende arginina-HCI. En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende L-arginina-HCI.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada divulgada en el presente
documento comprende dihidrato de cloruro de calcio.

[0059] En algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende una composicién farmacéutica

liofilizada que comprende:

(@) aproximadamente 33,7 mg de sacarosa,;

(b) aproximadamente 5,2 mg de L-histidina;

(© aproximadamente 177,3 mg de L-arginina-HCI,
(d) aproximadamente 2,5 mg de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 3,4 mg de poloxamero 188.

[0060] En algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende una composicién farmacéutica

liofilizada que comprende:

(a) aproximadamente 67,3 mg de sacarosa,;

(b) aproximadamente 5,2 mg de L-histidina;

(© aproximadamente 177,3 mg de L-arginina-HCI,
(d) aproximadamente 2,5 mg de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 3,4 mg de poloxamero 188.

[0061] En algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende una composicion farmacéutica

liofilizada que comprende:

(a) aproximadamente 67,3 mg de sacarosa,;

(b) aproximadamente 5,2 mg de L-histidina;

(© aproximadamente 146,6 mg de L-arginina-HCI,
(d) aproximadamente 2,5 mg de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 3,4 mg de poloxamero 188.

[0062] En algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende una composicién farmacéutica

liofilizada que comprende:

@ aproximadamente 168,3 mg de sacarosa;

(b) aproximadamente 5,2 mg de L-histidina;

(©) aproximadamente 177,3 mg de L-arginina-HCI,
(d) aproximadamente 2,5 mg de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 3,4 mg de poloxamero 188.
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[0063]

[0064]

[0065]

[0066]

[0067]

En algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende una composicion farmacéutica
liofilizada que tiene un contenido de humedad de menos de 2%. En algunas realizaciones,
la composicién farmacéutica liofilizada tiene un contenido de humedad de menos de 1,8%.
En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica liofilizada tiene un contenido de
humedad de menos de 1,6%. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
liofilizada esta en una torta liofilizada. En algunas realizaciones, la torta liofilizada es de
color blanco. En algunas realizaciones, la torta liofilizada es menor que Y4 en la escala
de color de la Farmacopea Europea. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica liofilizada es un polvo.

En algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende un primer recipiente que
comprende de 100 Ul a 10.000 Ul de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, el
primer recipiente comprende 250 Ul, 500 Ul, 1000 Ul, 2000 Ul, 3000 Ul, 0 4.000 Ul de la
proteina quimérica. En algunas realizaciones, el primer recipiente comprende mas de
aproximadamente 250 Ul de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, el primer
recipiente comprende mas de aproximadamente 300 Ul de la proteina quimérica. En
algunas realizaciones, el primer recipiente comprende mas de aproximadamente 500 Ul
de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, el primer recipiente comprende al
menos aproximadamente 500 Ul de la proteina quimérica.

En algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende adicionalmente instrucciones
para combinar la composicion farmacéutica liofilizada y agua estéril. En algunas
realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
combinan, la composicion farmacéutica liofilizada se reconstituye en 7 a 12 segundos.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende un segundo recipiente
gue comprende agua esterilizada a un volumen suficiente para producir, cuando se
combina con el polvo liofilizado del primer recipiente, una solucién que comprende

En algunas realizaciones, cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, la osmolalidad de la solucidon resultante es de aproximadamente 525 a
aproximadamente 725 mOsm/kg. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
divulgada en el presente documento tiene una osmolalidad de aproximadamente 500 a
aproximadamente 650 mOsm/kg. En algunas realizaciones, la osmolalidad de la solucién
resultante es de aproximadamente 600 a aproximadamente 650 mOsm/kg. En algunas
realizaciones, el pH de la solucion resultante es de aproximadamente 6,5 a
aproximadamente 7,5. En algunas realizaciones, el pH de la solucion resultante es
aproximadamente 7,0. En algunas realizaciones, el pH de la solucion resultante es

aproximadamente 6,8. En algunas realizaciones, la turbidez de la solucion resultante es
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menor que aproximadamente 7 Unidades Nefelométricas de Turbidez (NTU). En algunas
realizaciones, la concentracibon de proteina de la solucién resultante es de
aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,2 mg/mL. En algunas realizaciones, se
agrega menos de 3% de la proteina.

[0068] En algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende un segundo recipiente que
comprende agua esterilizada a un volumen suficiente para producir, cuando se combina

con la composicién farmacéutica liofilizada del primer recipiente, una solucion que

comprende:
(@) de 10 mg/mL a 60 mg/mL de sacarosa;
(b) de 1,5 mg/mL a 2,0 mg/mL de L-histidina;
(© de 40 mg/mL a 70 mg/mL de L-arginina-HCI;
(d) de 0,5 mg/mL a 0,9 mg/mL de cloruro de calcio; y
(e) de 0,6 mg/mL a 1,6 mg/mL de poloxamero 188.

[0069] En algunas realizaciones del kit farmacéutico divulgado en el presente documento,
cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril se combinan, la solucion

resultante comprende:

(a) de 10 mg/mL a 60 mg/mL de sacarosa;

(b) de 1,5 mg/mL a 2,0 mg/mL de L-histidina;

(© de 40 mg/mL a 70 mg/mL de L-arginina-HCI;

(d) de 0,5 mg/mL a 0,9 mg/mL de cloruro de calcio; y
(e) de 0,6 mg/mL a 1,6 mg/mL de poloxamero 188.

[0070] En algunas realizaciones del kit farmacéutico divulgado en el presente documento,
cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril se combinan, la solucion

resultante comprende:

@ 11,23 mg/ml de sacarosa;

(b) 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;
(d) 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y
(e) 1,12 mg/ml de poloxdmero 188.

[0071] En algunas realizaciones del kit farmacéutico divulgado en el presente documento,
cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril se combinan, la solucion

resultante comprende:

(a) 22,45 mg/ml de sacarosa,;
(b) 1,74 mg/ml de L-histidina;
(© 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;
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(d)
(e)
[0072]

(@)
(b)
(c)
(d)
(e)
[0073]

(@)
(b)
(€)
(d)
(€)
[0074]

[0075]

0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

1,12 mg/ml de poloxdmero 188.
En algunas realizaciones del kit farmacéutico divulgado en el presente documento,
cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril se combinan, la solucion
resultante comprende:

22,45 mg/ml de sacarosa;

1,74 mg/ml de L-histidina;

48,88 mg/ml de L-arginina;

0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

1,12 mg/ml de poloxdmero 188.
En algunas realizaciones del kit farmacéutico divulgado en el presente documento,
cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril se combinan, la solucién
resultante comprende:

56,12 mg/ml de sacarosa,;

1,74 mg/ml de L-histidina;

59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

1,12 mg/ml de poloxdmero 188.
En algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende un segundo recipiente que
comprende de aproximadamente 2 mL a aproximadamente 5 mL de agua estéril. En
algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende un segundo recipiente que
comprende aproximadamente 3 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el kit
farmacéutico comprende un segundo recipiente que comprende aproximadamente 3,3 mL
de agua estéril.
En algunas realizaciones, el kit farmacéutico se almacena a una temperatura de
aproximadamente -20°C a aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente
1 a aproximadamente 36 meses. En algunas realizaciones, el kit farmacéutico se
almacena a una temperatura de aproximadamente -20°C, aproximadamente -25°C,
aproximadamente -30°C, aproximadamente -35°C, o aproximadamente -40°C durante al
menos aproximadamente 1 a aproximadamente 36 meses. En algunas realizaciones, el
kit farmacéutico se almacena a una temperatura de aproximadamente -20°C,
aproximadamente -25°C, aproximadamente -30°C, aproximadamente -35°C, o
aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente 3, 6, 9, 12, 18, 21, 24, 27,

30, 33, o 36 meses. En algunas realizaciones, el kit farmacéutico se almacena a una
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[0076]

[0077]

[0078]

[0079]

temperatura de aproximadamente -30°C durante al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 11, 012 meses.

En algunas realizaciones, el kit farmacéutico ha sido almacenado a una temperatura de
aproximadamente -20°C a aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente
1 a aproximadamente 36 meses. En algunas realizaciones, el kit farmacéutico ha sido
almacenado a una temperatura de aproximadamente -20°C, aproximadamente -25°C,
aproximadamente -30°C, aproximadamente -35°C, o aproximadamente -40°C durante al
menos aproximadamente 1 a aproximadamente 36 meses. En algunas realizaciones, el
kit farmacéutico ha sido almacenado a una temperatura de aproximadamente -20°C,
aproximadamente -25°C, aproximadamente -30°C, aproximadamente -35°C, o
aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente 3, 6, 9, 12, 18, 21, 24, 27,
30, 33, 0 36 meses. En algunas realizaciones, el kit farmacéutico ha sido almacenado a
una temperatura de aproximadamente -30°C durante al menos aproximadamente 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 11, 0 12 meses.

En algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende un primer recipiente que es un
vial de vidrio que comprende un tapén de caucho. En algunas realizaciones, el kit
farmacéutico comprende un segundo recipiente que es un cuerpo de jeringa. En algunas
realizaciones, el agua estéril esta en el cuerpo de jeringa. En algunas realizaciones, el
cuerpo de jeringa est4d asociado con un émbolo. En algunas realizaciones, el kit
farmacéutico comprende adicionalmente un adaptador para conectar el vial de vidrio al
cuerpo de jeringa. En algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende
adicionalmente tubos de infusion asociados con una aguja para su conexioén al cuerpo de
jeringa, adecuados para infusion intravenosa.

Asimismo, en el presente documento se divulga un método para tratar la hemofilia A en
un sujeto que lo necesite, que comprende combinar la composicion farmacéutica
liofilizada y el agua estéril del kit farmacéutico segun cualquiera de las realizaciones
divulgadas en el presente documento, y administrar al sujeto una cantidad eficaz de la
combinacién resultante (es decir, solucion). En algunas realizaciones, el sujeto combina
la composiciéon farmacéutica liofilizada y el agua estéril del kit. En algunas realizaciones,

la combinacion es autoadministrada por el sujeto.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 es una representacion esquematica de efanesoctocog alfa, un heterodimero
FVIII-ELNN-Fc/D'D3-ELNN-Fc ilustrativo. FVIII: factor VIII; FvW: Factor de von
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[0080]

[0081]

[0082]

[0083]

[0084]

[0085]

Willebrand; Al, A2, A3, C1, C2: dominios de FVIII; D'D3: dominios de VWF; Fc: Region
Fc de la region constante de inmunoglobulina.

La FIG. 2 muestra los niveles de agregacion (%HMWS) a lo largo del tiempo (horas) en
condiciones de temperatura ambiente (RT)/luz ambiente (RL) para composiciones de
sustancia farmacolégica (DS) de efanesoctocog alfa (1 mg/ml) que contienen PS80 al
0,05% (p/v) o poloxamero 188 al 0,1% (p/v) como tensioactivo y sacarosa al 1% o0 5%
(p/v). También se proporcionan tasas de cambio en los niveles de agregacién (pendiente)
(% por hora)

La FIG. 3 muestra los niveles de agregacion (%HMWS) a lo largo del tiempo (horas) a 2-
8°C para composiciones de sustancia farmacologica (DS) de efanesoctocog alfa (1
mg/mL) que contienen PS80 al 0,05% (p/v) o poloxdmero 188 al 0,1% (p/v) como
tensioactivo y sacarosa al 1% o 5% (p/v). También se proporcionan tasas de cambio en
los niveles de agregacién (pendiente) (% por hora).

La FIG. 4 muestra los niveles de agregacion (%bHMWS) de composiciones de sustancia
farmacologica (DS) de efanesoctocog alfa que se han hecho fluir por dilucion a 4000 Ul
de producto farmacologico a granel a las 7 horas y que contienen PS80 al 0,05% (p/v) o
poloxamero 188 al 0,1% (p/v) como tensioactivo y sacarosa al 1% o 5% (p/v). Las
muestras se mantuvieron a RT y se probaron después de 0, 5, 7, 25, 43 y 55 horas. Las
muestras también se probaron después de la liofilizacién (Post-Lyo).

La FIG. 5 muestra un estudio de estabilidad durante el almacenamiento en estado
congelado que midi6 los niveles de agregacion (%HMWS) de composiciones de DS de
efanesoctocog alfa (1 mg/ml) que contenian PS80 al 0,05% (p/v) como tensioactivo. Las
composiciones que contenian sacarosa al 0, 1, 2, o 5% (p/v) se mantuvieron a
temperaturas de congelacién (-80°C o -30°C). Los puntos de tiempo medidos fueron
precongelacion, inicio del experimento (T0), un mes (T1M), 3 meses (T3M), y 6 meses
(T6M).

La FIG. 6 muestra un estudio de estabilidad durante el almacenamiento en estado
congelado que midi6 los niveles de agregacion (Y%HMWS) de composiciones de DS de
efanesoctocog alfa (1 mg/ml) que contenian poloxamero 188 al 0,1% (p/v) como
tensioactivo. Las composiciones que contenian sacarosa al 0, 1, 2, o 5% (p/v) se
mantuvieron a temperaturas de congelacion (-80°C o -30°C). Los puntos de tiempo
medidos son precongelacion, inicio del experimento (T0), un mes (T1M), 3 meses (T3M),
y 6 meses (T6M).

La FIG. 7 muestra los resultados de un andlisis de composiciones de DS de

efanesoctocog alfa (1 mg/ml) mediante pruebas de particulas utilizando un contador de
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particulas liquidas de alta precision (HIAC). Las composiciones de DS que contenian
poloxamero 188 al 0,1% (p/v) y sacarosa al 0, 1, 2, 0 5% (p/v) se mantuvieron a -80°C y
se evaluaron en los siguientes puntos de tiempo: precongelacion, inicio del experimento.
(TO), un mes (T1M), 3 meses (T3M), y 6 meses (T6M). Los resultados para particulas 210
pm se muestran en la FIG. 7A. Los resultados para particulas 225 ym se muestran en la
FIG. 7B.

La FIG. 8 muestra los niveles de agregacién (%bHMWS) para composiciones de producto
farmacoldgico liofilizado de efanesoctocog alfa (Lyo DP) a 250 Ul y que comprendian
poloxdmero 188 al 0,1% (p/v) como tensioactivo. Se probaron composiciones de Lyo DP
gue contenian sacarosa al 1% o 5% (p/v). Las muestras se mantuvieron a 5°C, 30°C, o
40°C y se probaron a T0O, 1 mes, 2 meses, 3 meses, y 6 meses. Los resultados se
muestran en la FIG. 8A (5°C), FIG. 8B (30°C), y FIG. 8°C (40°C).

La FIG. 9 muestra los niveles de agregacién (%bHMWS) para composiciones de producto
farmacoldgico liofilizado de efanesoctocog alfa (Lyo DP) a 4000 Ul y que comprendian
poloxamero 188 al 0,1% (p/v) como tensioactivo. Se probaron composiciones Lyo DP que
contenian sacarosa al 1% o 5% (p/v). Las muestras se mantuvieron a 5°C, 30°C, o0 40°C
y se probaron a TO, 1 mes, 2 meses, 3 meses, y 6 meses. Los resultados se muestran en
la FIG. 9A (5°C), FIG. 9B (30°C), y FIG. 9°C (40°C).

La FIG. 10 muestra los niveles de agregacion (%HMWS) de composiciones de DS de
efanesoctocog alfa (1 mg/mL) antes (precongelacion) y después del estrés por
congelacion/descongelacion (F/T) a -80°C o -30°C durante 5 ciclos (5X) (no menos de 24
horas, descongelacion a temperatura ambiente). La FIG. 10 muestra los resultados para
composiciones de DS que contenian PS80 al 0,05% (p/v) y sacarosa al 0, 1, 2, 0 5% (p/v).
La FIG. 11 muestra los niveles de agregacion (%HMWS) de composiciones de DS de
efanesoctocog alfa (1 mg/mL) antes (precongelacién) y después del estrés por
congelacién/descongelacion (F/T) a -80°C o -30°C durante 5 ciclos (5X) (no menos de 24
horas, descongelacion a temperatura ambiente). La FIG. 11 muestra los resultados para
composiciones de DS que contenian poloxamero 188 al 0,1% (p/v) y sacarosa al 0, 1, 2,
0 5% (p/v).

La FIG. muestra el andlisis de la concentracién de proteina mediante A280 (absorbancia
a 280 nm) de diferentes concentraciones de sacarosa en composiciones de DS de
efanesoctocog alfa (1 mg/mL) después del estrés por F/T. Las muestras fueron analizadas
antes (precongelacion) y después de 1, 3, o 5 ciclos de F/T. Los resultados de las

composiciones de DS que contenian PS80 al 0,05% (p/v) y sacarosa al 0, 1, 2, 0 5% (p/v)
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se muestran en la FIG. 12A. Los resultados de las composiciones de DS que contenian
poloxamero 188 al 0,1% (p/v) y sacarosa al 0, 1, 2, 0 5% (p/v) se muestran en la FIG. 12B.
La FIG. 13 muestra un analisis de pH después del estrés por F/T para composiciones de
DS de efanesoctocog alfa que contenian PS80 al 0,05% (p/v) o poloxamero 188 al 0,1%
(p/v) como tensioactivo y 0, 1, 2, 0 5% (p/v) sacarosa. El pH se midié después de 0, 1, 3
o 5 ciclos de F/T.

La FIG. 14 muestra la temperatura de transicion vitrea (Tg) y el contenido de humedad
residual (%) al inicio del experimento (TO) para composiciones del producto farmacoldgico
liofilizado (Lyo DP) de efanesoctocog alfa a 250 Ul. Se probaron composiciones de Lyo
DP que contenian PS80 al 0,05% (p/v) o poloxamero 188 al 0,1% (p/v) y sacarosa al 0, 1,
2, 0 5% (p/v).

La FIG. 15 muestra la temperatura de transicion vitrea (Tg) y el contenido de humedad
residual (%) al inicio del experimento (TO) para composiciones del producto farmacol6gico
liofilizado (Lyo DP) de efanesoctocog alfa a 4000 Ul. Se probaron composiciones de Lyo
DP que contenian PS80 al 0,05% (p/v) o poloxdmero 188 al 0,1% (p/v) y sacarosa al 0, 1,
2, 0 5% (p/v).

La FIG. 16 muestra la temperatura de transicion vitrea (Tg) de composiciones del producto
farmacologico liofilizado (Lyo DP) de efanesoctocog alfa a 4000 Ul o 250 Ul y que
contenian poloxamero 188 al 0,1% (p/v) como tensioactivo y 5% o 1% (p/v) de sacarosa.
Las muestras se mantuvieron a 5°C, 30°C, o0 40°C y se probaron a TO, 1 mes, 2 meses,
3 meses, y 6 meses. Los resultados se muestran en la FIG. 16A (5°C), FIG. 16B (30°C),
y FIG. 16°C (40°C).

La FIG. 17 muestra la temperatura de transicion vitrea (Tg) de composiciones de producto
farmacoldgico liquido a granel (BDP) de efanesoctocog alfa a 250 Ul o 4000 Ul y que
contenian PS80 al 0,05% (p/v) o poloxamero 188 al 0,1% (p/v) como tensioactivo y
sacarosa al 0, 1, 2, 0 5% (p/v).

La FIG. 18 muestra el contenido de humedad residual (%) de las composiciones del
producto farmacoldgico liofilizado (Lyo DP) de efanesoctocog alfa a 4000 Ul o 250 UI. Se
probaron composiciones de Lyo DP que contenian poloxamero 188 al 0,1% (p/v) como
tensioactivo y sacarosa al 1% o 5% (p/v). Las muestras se mantuvieron a 5°C, 30°C, o
40°C y se probaron a TO, 1 mes, 2 meses, 3 meses, y 6 meses. Los resultados se
muestran en la FIG. 18A (5°C), FIG. 18B (30°C), y FIG. 18°C (40°C).

La FIG. 19 muestra los niveles de agregacion (%HMWS) después del estrés por
congelacion/descongelacion (F/T) para composiciones de DS de efanesoctocog alfa

(concentracién: >2 mg/mL) que comprendian concentraciones crecientes de arginina
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(Arg). Las composiciones que contenian arginina se probaron a concentraciones de 100,
125, 150, 175, 200 y 250 mM. Cada columna representa inyecciones repetidas del mismo
vial después de descongelarlo durante 30 minutos a RT. Los puntos de tiempo medidos
fueron inmediatamente después de la descongelacién y 40, 80, 120 y 160 minutos
después de la descongelacion.

La FIG. 20 muestra la concentracion media (ng/ml) de efanesoctocog alfa a lo largo del
tiempo determinada mediante ELISA después de una Unica inyeccion en bolo IV de una
composicion que comprendia PS80 o P188. Vehiculo 1: L-Histidina 10 mM, Arginina-HCI
250 mM, Cloruro de Calcio 5 mM, Sacarosa al 5% p/v, Polisorbato-80 al 0,05%. Vehiculo
2: L-Histidina 10 mM, Arginina-HCI 250 mM, Cloruro de Calcio 5 mM, Sacarosa al 5% p/v,
Poloxamero-188 al 0,1%.

La FIG. 21 muestra la actividad media de FVIII (mUl/ml) de efanesoctocog alfa a lo largo
del tiempo determinada mediante ensayo cromogénico después de una Unica inyeccién
en bolo IV de una composicion que comprendia PS80 o P188. Vehiculo 1: L-Histidina 10
mM, Arginina-HCI 250 mM, Cloruro de Calcio 5 mM, 5% p/v Sacarosa, Polisorbato 80 al
0,05%. Vehiculo 2: L-Histidina 10 mM, Arginina-HCI 250 mM, Cloruro de Calcio 5 mM,
Sacarosa al 5% p/v, Poloxamero 188 al 0,1%.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA DIVULGACION

La presente divulgacién se dirige, entre otras cosas, a formulaciones (incluyendo
formulaciones acuosas y liofilizadas, asi como kits relacionados) que comprenden
proteinas de FVIII. En algunas realizaciones, la proteina de FVIII es una proteina de FVIII
guimérica tal como efanesoctocog alfa que comprende dos polipéptidos, es decir, un
primer polipéptido que comprende una proteina de FVIII que comprende un primer inserto
de secuencia de Polipéptido ELNN fusionado a una primera region Fc, y un segundo
polipéptido que comprende una proteina de VWF fusionada a una segunda region
constante de Ig mediante una segunda secuencia de Polipéptido ELNN, en donde la
primera secuencia de Polipéptido ELNN contiene aproximadamente 288 aminoacidos y la
segunda secuencia de Polipéptido ELNN contiene aproximadamente 144 aminoacidos, y
la primera regién constante de Ig y la segunda regién constante de Ig estan conectadas
covalentemente entre si mediante enlaces disulfuro.

La presente divulgacion proporciona formulaciones (incluyendo formulaciones acuosas y
liofilizadas, asi como kits relacionados) para una proteina quimérica que comprende (i) un
polipéptido de factor VIII (FVIII) y (ii) un fragmento de factor de von Willebrand (VWF) que

comprende un dominio D’ de VWF y un dominio D3 de VWEF. En el presente documento
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se incluyen composiciones que pueden estar liofilizadas, asi como composiciones
formadas después de la reconstitucion de formulaciones liofilizadas con un diluyente.

También se proporcionan métodos y usos terapéuticos.

l. Definiciones

Cabe sefalar que el término "una" entidad se refiere a una o mas de esa entidad; por
ejemplo, se entiende que "una secuencia de nucledtidos" representa una o mas

secuencias de nucle6tidos. Como tales, los términos "un”, "uno" (o "una"), "uno o mas",
"una 0 mas", y "al menos uno" o "al menos una" se pueden utilizar indistintamente en el
presente documento.

Ademas, "y/0o" cuando se utiliza en el presente documento se debe tomar como una
divulgacion especifica de cada una de las dos caracteristicas 0 componentes
especificados con o sin el otro. Por lo tanto, se pretende que el término "y/0" como se
emplea en una frase tal como "A y/o B" en el presente documento incluya "A'y B", "A o
B", "A" (solo), y "B" (solo). Asimismo, se pretende que el término "y/0" como se emplea
en una frase tal como "A, B y/o C" abarque cada uno de los siguientes aspectos: A, B, y
C;A,B,oC;A0C;A0B;BoC;AyC;AyB;ByC; A (solo); B (solo); y C (solo).

Se entiende que siempre que se describan aspectos en el presente documento con la
expresion "que comprende”, también se proporcionan aspectos analogos descritos en
términos de "que consiste en" y/o "que consiste esencialmente en".

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en
el presente documento tienen el mismo significado que entiende cominmente un experto
en la técnica con la que se relaciona esta divulgacion. Por ejemplo, el Concise Dictionary
of Biomedicine y Molecular Biology, Juo, Pei-Show, 22 ed., 2002, CRC Press; Dictionary
of Cell. and Molecular Biology, 32 ed., 1999, Academic Press; y el Oxford Dictionary Of
Biochemistry And Molecular Biology, Revisado, 2000, Oxford University Press, pueden
proporcionar a un experto un diccionario general de muchos de los términos utilizados en
esta divulgacion.

Las unidades, prefijos y simbolos se indican en su forma aceptada por el Systéeme
International de Unites (Sl). Los rangos numéricos incluyen los nimeros que definen el
rango. A menos que se indique lo contrario, las secuencias de aminoacidos se escriben
de izquierda a derecha en orientacion amino a carboxi. Los titulos proporcionados en el
presente documento no son limitaciones de los diversos aspectos de la divulgacion. En
consecuencia, los términos definidos inmediatamente a continuacion se definen mas

completamente haciendo referencia a la memoria descriptiva en su totalidad.
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El término "aproximadamente" se utiliza en el presente documento para significar de
manera aproximada, mas o menos, alrededor de, o en las regiones de. Cuando el término
"aproximadamente" se utiliza junto con un rango numérico, modifica ese rango
extendiendo los limites por encima y por debajo de los valores numéricos establecidos.
En general, el término "aproximadamente" puede modificar un valor numeérico por encima
y por debajo del valor indicado por una varianza de, p. €j., 10 por ciento, arriba o abajo
(mayor o menor). En algunas realizaciones, el término indica desviacion del valor
numérico indicado en +10%, +5%, +4%, +3%, +2%, +1%, +0,9%, +0,8%, +0,7%, +0,6%,
+0,5%, #0,4%, %0,3%, *0,2%, +0,1%, +0,05%, o +0,01%. En algunas realizaciones,
“aproximadamente” indica una desviacion del valor numérico indicado en £10%. En
algunas realizaciones, “aproximadamente” indica una desviacion del valor numérico
indicado de £5%. En algunas realizaciones, “aproximadamente” indica una desviacion del
valor numeérico indicado de +4%. En algunas realizaciones, “aproximadamente” indica una
desviacion del valor numérico indicado en +3%. En algunas realizaciones,
“aproximadamente” indica una desviacién del valor numérico indicado en +2%. En
algunas realizaciones, “aproximadamente” indica una desviacion del valor numérico
indicado en £1%. En algunas realizaciones, “aproximadamente” indica una desviacion del
valor numérico indicado de +0,9%. En algunas realizaciones, “aproximadamente” indica
una desviacion del valor numérico indicado de *0,8%. En algunas realizaciones,
“aproximadamente” indica una desviacion del valor numérico indicado de +0,7%. En
algunas realizaciones, “aproximadamente” indica una desviacién del valor numérico
indicado de +0,6%. En algunas realizaciones, “aproximadamente” indica una desviacion
del valor numérico indicado en +0,5%. En algunas realizaciones, “aproximadamente”
indica una desviacion del valor numérico indicado de +0,4%. En algunas realizaciones,
“aproximadamente” indica una desviacion del valor numérico indicado de +0,3%. En
algunas realizaciones, “aproximadamente” indica una desviacién del valor numérico
indicado de 1£0,1%. En algunas realizaciones, “aproximadamente” indica una desviacion
del valor numérico indicado de +0,05%. En algunas realizaciones, “aproximadamente”
indica una desviacion del valor numérico indicado de +0,01%.

Dependiendo del contexto, los términos "polinucleétido” o "nucledtido” pueden abarcar un
acido nucleico singular, asi como &cidos nucleicos plurales. En algunas realizaciones, un
polinucleétido es una molécula o construccion de acido nucleico aisladas, p. €j., ARN
mensajero (ARNm) o ADN plasmidico (ADNp). En algunas realizaciones, un
polinucleétido comprende un enlace fosfodiéster convencional. En algunas realizaciones,

un polinucleétido comprende un enlace no convencional (p. €j., un enlace amida, tal como
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el que se encuentra en los &cidos peptidonucléicos (APN)). El término "acido nucleico" se
puede referir a uno cualquiera 0 mas segmentos de acido nucleico, p. €j., fragmentos de
ADN o ARN, presentes en un polinucleétido. Por &cido nucleico o polinucleétido "aislados"
se entiende una molécula de acido nucleico, ADN o ARN, que ha sido eliminada de su
entorno nativo. Por ejemplo, un polinucle6tido recombinante que codifica un polipéptido
del Factor VIII contenido en un vector se considera aislado para los fines de la presente
divulgacion. Los ejemplos adicionales de un polinucleétido aislado incluyen
polinucleétidos recombinantes mantenidos en células anfitrionas heterdlogas o
purificados (parcial o sustancialmente) a partir de otros polinucleétidos en una solucién.
Las moléculas de ARN aisladas incluyen transcritos de ARN in vivo o in vitro de
polinucleétidos de la presente divulgacion. Los polinucleétidos o acidos nucleicos aislados
segun la presente divulgacién incluyen adicionalmente tales moléculas producidas
sintéticamente. Ademas, un polinucleétido o un acido nucleico pueden incluir elementos
reguladores tales como promotores, potenciadores, sitios de unién a ribosomas o sefales
de terminacion de la transcripcion.

Ciertas proteinas secretadas por células de mamiferos estan asociadas con un péptido
sefial secretor que se escinde de la proteina madura una vez que se ha iniciado la
exportacion de la cadena de proteinas en crecimiento a través del reticulo endoplasmico
rugoso. Los expertos en la técnica saben que los péptidos sefal generalmente se fusionan
al extremo N terminal del polipéptido y se escinden del polipéptido completo o "de longitud
completa" para producir una forma secretada o "madura" del polipéptido. En algunas
realizaciones, se utiliza un péptido sefial nativo o un derivado funcional de esa secuencia
gue conserva la capacidad de dirigir la secrecion del polipéptido que esta operablemente
asociado a ella. Alternativamente, se puede utilizar un péptido sefial de mamifero
heterélogo, p. €j., un activador del plasmindgeno tisular humano (TPA) o un péptido sefal
de R-glucuronidasa de ratén, o un derivado funcional del mismo.

Como se emplea en el presente documento, se pretende que el término "polipéptido”
abarque un "polipéptido" singular, asi como "polipéptidos" plurales, y se refiere a una
molécula compuesta de mondémeros (aminoacidos) conectados linealmente por enlaces
amida (también conocidos como enlaces peptidicos). El término "polipéptido" se refiere a
cadena o cadenas cualesquiera de dos 0 mas aminoacidos, y no se refiere a una longitud
especifica del producto. Asi, péptidos, dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos, "proteina”,
"cadena de aminoacidos", o cualquier otro término utilizado para referirse a una cadena o
cadenas de dos 0 mas aminoacidos, se incluyen dentro de la definicion de "polipéptido”,

y el término "polipéptido" se puede utilizar en lugar de, o indistintamente, con cualquiera
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de estos términos. También se pretende que el término "polipéptido” se refiera a los
productos de modificaciones post-expresion del polipéptido, incluyendo sin limitacion
glicosilacion, acetilacién, fosforilaciébn, amidacién, derivatizacion por grupos
protectores/bloqueantes conocidos, escision proteolitica o modificacion por aminoécidos
de origen no natural. Un polipéptido se puede obtener de una fuente biolégica natural o
de una tecnologia recombinante producida, pero no necesariamente se traduce a partir
de una secuencia de acido nucleico designada. Se puede generar de cualquier forma,
incluso mediante sintesis quimica.

Un polipéptido "aislado" o un fragmento, variante o derivado del mismo se refieren a un
polipéptido que no se encuentra en su medio natural. No se requiere ningudn nivel
particular de purificacion. Por ejemplo, un polipéptido aislado puede simplemente
eliminarse de su entorno nativo o natural. Los polipéptidos y proteinas producidos
recombinantemente expresados en células anfitrionas se consideran aislados para los
fines de la divulgacién, al igual que los polipéptidos nativos o recombinantes que han sido
separados, fraccionados o purificados parcial o sustancialmente mediante cualquier
técnica adecuada.

También se incluyen en la presente divulgacion fragmentos o variantes de polipéptidos, y
cualquier combinacion de los mismos. Los términos "fragmento” o "variante" cuando se
refieren a dominios de unién de polipéptidos o moléculas de uniéon de la presente
divulgacion incluyen cualquier polipéptido que conserve al menos algunas de las
propiedades (p. €j., afinidad de unién de FcRn para un dominio de unién de FcRn o
variante de Fc), actividad de coagulacion para una variante de FVIII, o actividad de unién
a FVIII para el fragmento VWF) del polipéptido de referencia. Los fragmentos de
polipéptidos incluyen fragmentos proteoliticos, asi como fragmentos de delecién, ademas
de fragmentos de anticuerpos especificos comentados en otra parte del presente
documento, pero no incluyen el polipéptido de longitud completa de origen natural (o
polipéptido maduro). Las variantes de dominios de unién de polipéptidos o0 moléculas de
unién de la presente divulgacion incluyen fragmentos como se describe anteriormente, y
también polipéptidos con secuencias de aminoacidos alteradas debido a sustituciones,
deleciones o inserciones de aminodacidos. Las variantes pueden ser naturales o no
naturales. Se pueden producir variantes que no se producen de forma natural utilizando
mecanismos de mutagénesis conocidos en la técnica. Los polipéptidos variantes pueden
comprender sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos conservativas 0 no

conservativas.
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El término "proteina de VWF" como se emplea en el presente documento significa
cualquier fragmento de VWF que interactta con FVIII y conserva al menos una o mas
propiedades que normalmente son proporcionadas al FVIII por el VWF de longitud
completa, p. ej., prevenir la activacion prematura del FVllla, prevenir la protedlisis
prematura, prevenir el aclaramiento, prevenir la asociacibn con membranas de
fosfolipidos que podrian conducir a un aclaramiento prematuro, prevenir la unién a
receptores de aclaramiento del FVIII que pueden unirse al FVIII desnudo pero no al FVIII
unido al VWF, y/o estabilizar las interacciones de cadena pesada y cadena ligera del FVIII.
Un fragmento de VWF al que se hace referencia en el presente documento es un
polipéptido de VWF que es menor que la proteina de VWF de longitud completa, en donde
el fragmento de VWF conserva la capacidad de interactuar con, y/o unirse a, FVIIl. En
algunas realizaciones, una proteina de VWF es un fragmento (que puede estar mutado)
de VWF de longitud completa que se une a una proteina de FVIII de modo que la proteina
de FVIII tiene una menor unién o no se une a VWF de longitud completa (p. €j., VWF
enddgeno en un sujeto).

Una "sustitucién de aminoacido conservativa" es aquella en la que el resto de aminoacido
se reemplaza por un resto de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la
técnica se han definido familias de restos de aminoacidos que tienen cadenas laterales
similares, incluidas cadenas laterales alcalinas (p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas
laterales acidas (p. €j., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no
cargadas (p. ej., glicina, asparragina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina),
cadenas laterales no polares (p. e€j., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales beta-ramificadas (p. €j., treonina,
valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina). Por tanto, si un aminoacido de un polipéptido se reemplaza por otro aminoacido
de la misma familia de cadenas laterales, la sustitucion se considera conservativa. En
algunas realizaciones, una serie de aminoacidos se puede reemplazar de manera
conservativa por una serie estructuralmente similar que difiere en el orden y/o
composicion de los miembros de la familia de cadenas laterales.

Como se sabe en la técnica, la "identidad de secuencia" entre dos polipéptidos se
determina comparando la secuencia de amino&cidos de un polipéptido con la secuencia
de un segundo polipéptido. De manera similar, la "identidad de secuencia" entre dos
polinucleétidos se determina comparando la secuencia de nucle6tidos de un
polinucleétido con la secuencia de un segundo polinucleétido. Se pretende que los

términos “% idéntico”, “% de identidad” o términos similares se refieran, en particular, al
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porcentaje de nucledtidos o aminoacidos (segun corresponda) que son idénticos en un
alineamiento 6ptimo entre las secuencias que se deben comparar. Dicho porcentaje es
puramente estadistico, y las diferencias entre las dos secuencias pueden estar, pero no
necesariamente, distribuidas aleatoriamente sobre toda la longitud de las secuencias que
se deben comparar. Las comparaciones de dos secuencias normalmente se llevan a cabo
comparando las secuencias, después de un alineamiento éptimo, con respecto a un
segmento o "ventana de comparacién", para identificar regiones locales de secuencias
correspondientes. Por ejemplo, el alineamiento éptimo para una comparacion se puede
realizar manualmente o con la ayuda del algoritmo de homologia local de Smith y
Waterman, 1981, Ads App. Math. 2, 482, con ayuda del algoritmo de homologia local de
Neddleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48, 443, con la ayuda del algoritmo de busqueda
de similitud de Pearson y Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2444, o con la
ayuda de programas informaticos que utilizan dichos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA,
BLAST P, BLAST Ny TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics
Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.). En algunas realizaciones, el
porcentaje de identidad de dos secuencias se determina utilizando el algoritmo BLASTN
0 BLASTP, disponible en el sitio web del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica
(NCBI) de los Estados Unidos (p. €., en
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=blast2seq&L
INK_LOC=align2seq). En algunas realizaciones, los parametros del algoritmo utilizados
para el algoritmo BLASTN en el sitio web del NCBI incluyen: (i) Umbral Esperado
establecido en 10; (ii) Tamafio de Palabra establecido en 28; (iii) Coincidencias méaximas
en un rango de consulta establecido en 0; (iv) Puntuaciones de Coincidencia/No
Coincidencia establecidas en 1, -2; (v) Costes de hueco establecidos en Lineal; y (vi) el
filtro para regiones de baja complejidad que se esté utilizando. En algunas realizaciones,
los parametros del algoritmo utilizados para el algoritmo BLASTP en el sitio web del NCBI
incluyen: (i) Umbral Esperado establecido en 10; (ii) Tamafo de Palabra establecido en
3; (iii) Coincidencias maximas en un rango de consulta establecido en 0; (iv) Matriz
establecida en BLOSUMG62; (v) Costes de hueco establecidos en Existencia: 11
Extension: 1; y (vi) ajuste condicional de la matriz de puntuacion composicional. Cuando
se analiza en el presente documento, se puede determinar si cualquier polipéptido
particular es al menos aproximadamente 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
99% o 100% idéntico a otro polipéptido utilizando métodos y programas
informaticos/soporte l6gico conocidos en la técnica tales como, pero sin limitarse a, el

programa BESTFIT (Wisconsin Secuence Analysis Package, Version 8 para Unix,
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Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI
53711). BESTFIT utiliza el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Advances
in Applied Mathematics 2:482-489 (1981), para encontrar el mejor segmento de
homologia entre dos secuencias. Cuando se utiliza BESTFIT o cualquier otro programa
de alineamiento de secuencias para determinar si una secuencia particular es, por
ejemplo, idéntica en 95% a una secuencia de referencia segun la presente divulgacion,
los parametros se establecen, por supuesto, de manera que el porcentaje de identidad se
calcule sobre la longitud completa de la secuencia de polipéptido de referencia y que se
permitan espacios en homologia de hasta 5% del numero total de aminoacidos en la

secuencia de referencia.

Como se emplea en el presente documento, un "aminoacido correspondiente a" o un
"aminoacido equivalente" en una secuencia de VWF o una secuencia de proteina de FVIII
se identifica mediante alineamiento para maximizar la identidad o similitud entre una
primera secuencia de VWF o FVIII y una segunda secuencia de VWF o de FVIIl. El
namero utilizado para identificar un aminoacido equivalente en una segunda secuencia
de VWF o FVIII se basa en el numero utilizado para identificar el aminoacido
correspondiente en la primera secuencia de VWF o FVIIl.

Como se emplea en el presente documento, el término "sitio de inserciéon" se refiere a una
posicion en un polipéptido de FVIII, o fragmento, variante, o derivado del mismo, que esta
inmediatamente aguas abajo de la posicion en la que se encuentra un radical que
prolonga la semivida o un radical heterélogo. Un "sitio de insercién" se especifica como
un namero, siendo el numero el nimero del aminoacido en el FVIII nativo maduro (SEQ
ID NO: 9) al que corresponde el sitio de insercion, que es inmediatamente C-terminal con
respecto a la posicion de la insercion. Por ejemplo, la frase "comprende un Polipéptido
ELNN en un sitio de insercion que corresponde al aminoacido 1656 de SEQ ID NO: 9"
indica que el radical heterdlogo esta ubicado entre dos aminoacidos correspondientes al
aminodacido 1656 y aminoacido 1657 de SEQ ID NO: 9.

La frase "inmediatamente aguas abajo de un aminoacido", como se emplea en el presente
documento, se refiere a una posicién justo al lado del grupo carboxilo terminal del
aminoacido. Por ejemplo, un sitio de insercion inmediatamente aguas abajo del
aminoacido 745 correspondiente a la proteina de FVIII de tipo salvaje madura (SEQ ID
NO: 9) significa que el sitio de insercion esta entre el aminoécido 745 y el aminoécido 746

correspondiente a la proteina de FVIII de tipo salvaje madura. De manera similar, la frase
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"inmediatamente aguas arriba de un aminoacido” se refiere a la posicion justo al lado del
grupo amino terminal del aminoacido.

La frase "entre dos aminoacidos de un sitio de insercion" como se emplea en el presente
documento se refiere a una posicién en la que un Polipéptido ELNN o cualquier otro
polipéptido se insertan entre dos aminoacidos adyacentes. Asi, las frases "insertado
inmediatamente aguas abajo de un aminoacido" e "insertado entre dos aminoacidos de
un sitio de insercion” se utilizan como sinénimo de “insertado en un sitio de insercion".
Los términos "insertado”, "estd insertado”, "insertado en" o términos gramaticalmente
relacionados, como se emplean en el presente documento con respecto a las inserciones
de Polipéptido ELNN en FVIII se refieren a la posicién de un Polipéptido ELNN en una
proteina quimérica con respecto a la posicion analoga en el FVIII humano maduro nativo.
Como se emplean en el presente documento, los términos se refieren a las caracteristicas
del polipéptido de FVIII recombinante con respecto al FVIII humano maduro nativo, y no
indican, implican o infieren ninglin método o procedimiento mediante el cual se preparé la
proteina quimérica. Por ejemplo, en referencia a una proteina quimérica proporcionada
en el presente documento, la frase "un Polipéptido ELNN se inserta inmediatamente
aguas abajo del resto 745 del polipéptido de FVIII" significa que la proteina quimérica
comprende un Polipéptido ELNN inmediatamente aguas abajo de un aminoacido que
corresponde al amino&cido 745 en el FVIII humano maduro nativo, p. €j., acotado por los
aminoacidos correspondientes a los aminoécidos 745 y 746 del FVIII humano maduro
nativo (sin requerir la presencia de un aminoacido correspondiente a 746 del FVIII humano
maduro nativo), y no connota un orden o método de produccion para el cual se construyé
la proteina quimérica.

Como se emplean en el presente documento, los términos “Polipéptido ELNN” y “ELNN”
son sinénimos, y se refieren a polipéptidos de longitud prolongada con secuencias
sustancialmente no repetitivas, de origen no natural, que estdn compuestas
principalmente de pequefios aminoacidos hidrdfilos, teniendo la secuencia un bajo grado
de, o ninguna estructura secundaria o terciaria, en condiciones fisiol6gicas. Los ELNN
pueden conferir ciertas propiedades farmacocinéticas, fisicoquimicas y farmacéuticas
deseables cuando se conectan a una proteina de VWF o una secuencia de FVIII de la
divulgacion para crear un polipéptido quimeérico. Tales propiedades deseables incluyen,
pero sin limitarse a, parametros farmacocinéticos y caracteristicas de solubilidad
mejorados. Como se emplean en el presente documento, los términos “Polipéptido ELNN”
y “ELNN” excluyen especificamente anticuerpos o fragmentos de anticuerpos tales como

anticuerpos monocatenarios o fragmentos Fc de una cadena ligera o una cadena pesada.
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Los polipéptidos ELNN son conocidos en la técnica, y se encuentran disponibles
descripciones no limitantes relacionadas con ejemplos de polipéptidos ELNN conocidos
como polipéptidos XTEN® en Schellenberger et al., (2009) Nat Biotechnol 27(12):1186-
90; Brandl et al., (2020) Journal de Controlled Release 327:186-197; y Radon et al., (2021)
Advanced Functional Materials 31, 2101633 (paginas 1-33), cuyo contenido completo se
incorpora en el presente documento como referencia.

Una proteina de "fusion” o "quimérica" comprende una primera secuencia de aminoacidos
conectada a una segunda secuencia de aminoacidos con la que no esta conectada de
forma natural en la naturaleza. Las secuencias de aminoacidos que normalmente existen
en proteinas separadas se pueden reunir en el polipéptido de fusion, o las secuencias de
aminodcidos que normalmente existen en la misma proteina se pueden colocar en una
nueva disposicion en el polipéptido de fusion, p. ej., fusién de un dominio del Factor VI
de la divulgacién con un dominio Fc de Ig. Una proteina de fusién se crea, por ejemplo,
mediante sintesis quimica, o creando y traduciendo un polinucleétido en el que las
regiones peptidicas estan codificadas en la relacion deseada. Una proteina quimérica
puede comprender adicionalmente una segunda secuencia de aminoacidos asociada a la
primera secuencia de aminoacidos mediante un enlace no peptidico covalente o un enlace
no covalente.

Con respecto a las secuencias, el término "conectada” como se emplea en el presente
documento se refiere a una primera secuencia de aminoacidos o secuencia de
nucleétidos unidas covalentemente o no covalentemente a una segunda secuencia de
aminoacidos o secuencia de nucleétidos, respectivamente. La primera secuencia de
aminoacidos o nucleétidos se puede unir directamente o yuxtaponer a la segunda
secuencia de aminoacidos o nucleétidos o, alternativamente, una secuencia intermedia
puede unir covalentemente la primera secuencia a la segunda secuencia. Dependiendo
del contexto, el término "conectada" significa no sélo una fusiéon de una primera secuencia
de aminoéacidos con una segunda secuencia de aminoacidos en el extremo C-terminal o
el extremo N-terminal, sino que también incluye la insercién de toda la primera secuencia
de aminoacidos (o la segunda secuencia de aminoacidos) en cualquiera dos aminoacidos
en la segunda secuencia de aminoacidos (o la primera secuencia de aminoacidos,
respectivamente). En algunas realizaciones, la primera secuencia de aminoécidos se
puede conectar a una segunda secuencia de aminoacidos mediante un enlace peptidico
0 un conector. La primera secuencia de nucleétidos se puede conectar a una segunda
secuencia de nucledtidos mediante un enlace fosfodiéster o un conector. EIl conector

puede ser un péptido o un polipéptido (para cadenas de polipéptidos) o un nucleétido o
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una cadena de nucleétidos (para cadenas de nucle6tidos) o cualquier radical quimico
(tanto para cadenas de polipéptidos como de polinucleétidos). El término "conectada”
también puede indicarse mediante un guion (-).

Con respecto a dos polipéptidos, el término "asociado con” se refiere a uno o més enlaces
covalentes o no covalentes formados entre un primer polipéptido y un segundo
polipéptido. En algunas realizaciones, el término "asociado con" significa un enlace
covalente, no peptidico o un enlace no covalente. Esta asociacion se puede indicar
mediante dos puntos, es decir, (;). En algunas realizaciones, significa un enlace covalente
excepto un enlace peptidico. Por ejemplo, el aminoacido cisteina comprende un grupo tiol
gue puede formar un enlace o puente disulfuro con un grupo tiol en un segundo resto de
cisteina. En la mayoria de las moléculas de IgG de origen natural, las regiones CH1 y CL
estan asociadas mediante un enlace disulfuro y las dos cadenas pesadas estan asociadas
mediante dos enlaces disulfuro en las posiciones correspondientes a 239 y 242 utilizando
el sistema de numeracion de Kabat (posicién 226 o 229, sistema de numeracién UE). Los
ejemplos de enlaces covalentes incluyen, pero sin limitarse a, un enlace peptidico, un
enlace metélico, un enlace de hidrégeno, un enlace disulfuro, un enlace sigma, un enlace
pi, un enlace delta, un enlace glicosidico, un enlace agndstico, un enlace flexionado, un
enlace dipolar, un enlace Pi, un enlace doble, un enlace triple, un enlace cuadruple, un
enlace quintuple, un enlace séxtuple, conjugacion, hiperconjugacion, aromaticidad,
hapticidad o antienlazante. Los ejemplos no limitantes de enlace no covalente incluyen un
enlace ionico (p. €j., enlace catién-pi o enlace salino), un enlace metdlico, un enlace de
hidrégeno (p. €j., enlace de dihidrogeno, complejo de dihidrégeno, enlace de hidrégeno
de baja barrera, o un enlace de hidrégeno simétrico), fuerza de van der Walls, fuerza de
dispersién de London, un enlace mecéanico, un enlace de haldégeno, aurofilicidad,
intercalacién, apilamiento, fuerza entrépica, o polaridad quimica. En algunas
realizaciones, los uno o mas enlaces covalentes entre la primera cadena de aminoacidos
y la segunda cadena de aminoéacidos son dos enlaces disulfuro. En algunas realizaciones,
los uno 0 mas enlaces covalentes entre la primera cadena de aminoacidos y la segunda
cadena de aminoacidos son dos enlaces disulfuro entre una primera porcion Fc en la
primera cadena de aminoacidos y una segunda porcién Fc en la segunda cadena de
aminodcidos, en donde los dos enlaces disulfuro se producen en la region bisagra de las
dos porciones Fc.

En algunas realizaciones, un polipéptido tiene un sitio de escision enzimatica escindido
por una enzima que se activa durante la cascada de coagulacion, de modo que la escision

de tales sitios se produce en el sitio de formacién del coagulo. Los ejemplos de tales sitios
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incluyen, p. ej., los reconocidos por la trombina, Factor Xla o Factor Xa. SEQ ID NO: 9SEQ
ID NO: 15. Otros sitios de escision enzimética se conocen en la técnica y se describen en
otra parte del presente documento. En construcciones que incluyen mas de un sitio de
procesamiento o0 escision, se entendera que tales sitios pueden ser iguales o diferentes.
Como se emplea en el presente documento, el término "semivida" se refiere a una
semivida biolégica de un polipéptido particular in vivo. La semivida se puede representar
por el tiempo necesario para que la mitad de la cantidad administrada a un sujeto se aclare
de la circulacién y/o de otros tejidos del animal. En algunas realizaciones, cuando se
construye una curva de aclaramiento de un polipéptido dado en funcion del tiempo, la
curva suele ser bifasica con una fase a rapida y una fase f mas larga. La fase a
tipicamente representa un equilibrio del polipéptido de Fc administrado entre el espacio
intra y extravascular y esta determinado, en parte, por el tamafio del polipéptido. La fase
B tipicamente representa el catabolismo del polipéptido en el espacio intravascular. En
algunas realizaciones, el FVIIl y las proteinas quiméricas que comprenden el FVIII son
monofasicos y, por lo tanto, no tienen una fase alfa, sino solo una fase beta Unica. Por lo
tanto, en algunas realizaciones, el término semivida como se emplea en el presente
documento se refiere a la semivida del polipéptido en la fase 3. La semivida tipica de la
fase beta de un anticuerpo humano en seres humanos es de 21 dias. En algunas
realizaciones, la semivida se expresa como la semivida de la fase terminal.

En algunas realizaciones, un sujeto tiene hemofilia A. En algunas realizaciones, la
hemofilia A es hemofilia A grave.

"Administrar" o "administrando”, como se emplean en el presente documento se refieren
al suministro a un sujeto de una composicion descrita en el presente documento, p. €j.,
una proteina quimérica. La composicion, p. ej., la proteina quimérica, se puede
administrar a un sujeto utilizando métodos conocidos en la técnica. En particular, la
composicion se puede administrar por via intravenosa, subcutanea, intramuscular,
intradérmica o a través de cualquier superficie mucosa, p. €j., por via oral, sublingual,
bucal, nasal, rectal, vaginal o pulmonar. En algunas realizaciones, la administracién es
intravenosa. En algunas realizaciones, la administracion es subcutanea. En algunas
realizaciones, la administracién es autoadministracion. En algunas realizaciones, un
padre administra la proteina quimérica a un nifio. En algunas realizaciones, la proteina
quimérica es administrada a un sujeto por un profesional de la salud, tal como un doctor
en medicina, un médico o una enfermera.

Como se emplea en el presente documento, el término "dosis" se refiere a una

administracién Unica de una composicion a un sujeto. Se puede administrar una sola dosis
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de una sola vez, p. €j., en forma de ampolla, o durante un periodo de tiempo, p. €j.,
mediante infusion intravenosa. El término "dosis mdultiples” significa mas de una dosis, p.
ej., mas de una administracion.

Cuando se hace referencia a la administracion conjunta de mas de una composicion, se
puede administrar una dosis de la composiciébn A simultaneamente a una dosis de la
composicion B. Alternativamente, se puede administrar una dosis de la composicién A
antes o después de una dosis de la composicion B. En algunas realizaciones, la
composicion Ay la composicion B se combinan en una Unica formulacion.

Como se emplean en el presente documento, los términos "intervalo" o "intervalo de
dosificacién” se refieren a la cantidad de tiempo que transcurre entre una primera dosis
de la composicién A y una dosis posterior de la misma composicién administrada a un
sujeto. Un intervalo de dosificacién se puede referir al tiempo que transcurre entre una
primera dosis y una segunda dosis, o un intervalo de dosificacion se puede referir a la
cantidad de tiempo que transcurre entre multiples dosis.

El término "frecuencia de dosificacién" como se emplea en el presente documento se
refiere al nimero de dosis administradas por un intervalo de dosificacion especifico. Por
ejemplo, una frecuencia de dosificacion se puede escribir como una vez a la semana, una
vez cada dos semanas, etc. Por lo tanto, un intervalo de dosificacion de 7 dias también
se puede escribir como un intervalo de dosificacion de una vez cada 7 dias o una vez
cada semana, 0 una vez por semana.

Como se emplea en el presente documento el término "tratamiento profilactico” se refiere
a la administracion de una terapia para el tratamiento de la hemofilia A, donde tal
tratamiento esta destinado a prevenir o reducir la gravedad de uno o mas sintomas de la
hemofilia A, p. €j., episodios de sangrado, p. €j.,, uno 0 mas episodios de sangrado
espontaneos y/o dafio articular. Véase Jiménez-Yuste et al., Blood Transfus. 12(3):314-
19 (2014). Para prevenir o reducir la gravedad de tales sintomas, p. €j., episodios de
sangrado y la progresién de la enfermedad articular, los pacientes con hemofilia A pueden
recibir infusiones periédicas de factor de coagulacion como parte de un régimen de
tratamiento profilactico. La base de tal tratamiento profilactico es la observacion de que
los pacientes con hemofilia con un nivel de factor de coagulacion, p. €j., FVIII, de 1% o
mas raramente experimentan episodios de sangrado espontaneos y tienen menos co-
morbilidades relacionadas con la hemofilia en comparacion con pacientes con hemofilia
grave. Véase, p. €j., Coppola A. et al, Semin. Thromb. Hemost. 38(1): 79-94 (2012). Los
profesionales de la salud que tratan a estos pacientes con hemofilia supusieron que el

mantenimiento de los niveles de factor a alrededor de 1% con infusiones regulares podria
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reducir potencialmente el riesgo de sintomas de hemofilia, incluidos episodios de
sangrado y dafio articular. Véase idem. Investigaciones posteriores han confirmado estos
beneficios en pacientes pediatricos con hemofilia que reciben tratamiento profilactico con
factor de coagulacién, lo que hace que el tratamiento profilactico sea el objetivo para las
personas con hemofilia grave. Véase idem.

Un tratamiento "profilactico” también se puede referir a la administracién preventiva de la
composicion descrita en el presente documento, p. €j., una proteina (tal como una
proteina quimérica), a un sujeto con el fin de controlar, manejar, prevenir o reducir la
aparicion o gravedad de uno o mas sintomas de hemofilia A, p. €j., episodios de sangrado.
En algunas realizaciones, el tratamiento profilactico con factor de coagulacién, p. ej., FVIII,
se utiliza para tratar sujetos con hemofilia A grave. En algunas realizaciones, tratamiento
profilactico se refiere a la administracién de una composicién descrita en el presente
documento a un sujeto gue lo necesite para reducir la aparicidon de uno o mas sintomas
de hemcdfilia A. Un tratamiento profilactico puede incluir la administracién de dosis
multiples. Las dosis multiples utilizadas en el tratamiento profilactico tipicamente se
administran a intervalos de dosificacion particulares. En algunas realizaciones, la tasa de
sangrado anualizada se puede reducir a menos de 10, menos de 9, menos de 8, menos
de 7, menos de 6, menos de 5, menos de 4, menos de 3, menos de 2, o menos de 1.
Los términos "tratamiento a demanda" o "tratamiento episédico" se refieren a la
administracién "segln sea necesario" de una molécula quimérica en respuesta a los
sintomas de la hemofilia A, p. €j., un episodio de sangrado, o antes de una actividad que
pueda provocar sangrado. En algunos aspectos, el tratamiento a demanda se puede
administrar a un sujeto cuando comienza el sangrado, tal como después de una lesion, o
cuando se espera un sangrado, tal como antes de la cirugia. En algunos aspectos, el
tratamiento a demanda se puede administrar antes de actividades que aumentan el riesgo
de sangrado, tales como deportes de contacto. En algunas realizaciones, el tratamiento
a demanda se administra en una sola dosis. En algunas realizaciones, el tratamiento a
demanda se administra como una primera dosis, seguida de una o mas dosis adicionales.
Cuando la proteina quimérica se administra a demanda, las una 0 mas dosis adicionales
se pueden administrar al menos aproximadamente 12 horas, al menos aproximadamente
24 horas, al menos aproximadamente 36 horas, al menos aproximadamente 48 horas, al
menos aproximadamente 60 horas, al menos aproximadamente 72 horas, al menos
aproximadamente 84 horas, al menos aproximadamente 96 horas, al menos
aproximadamente 108 horas, o al menos aproximadamente 120 horas después de la

primera dosis. Sin embargo, cabe sefialar que el intervalo de dosificacién asociado con el
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tratamiento a demanda no es el mismo que el intervalo de dosificacion utilizado para el
tratamiento profilactico.

En algunas realizaciones, el sujeto que necesita un agente hemostatico general se esta
sometiendo o0 est4 a punto de someterse a una cirugia. La proteina quimérica de la
divulgacion se puede administrar antes o después de la cirugia. La proteina quimérica de
la divulgacién también se puede administrar durante o después de la cirugia para controlar
un episodio de sangrado agudo. Cuando la proteina quimérica se administra antes de la
cirugia, la administracion puede ser al menos aproximadamente 1 hora, al menos
aproximadamente 2 horas, al menos aproximadamente 4 horas, al menos
aproximadamente 8 horas, al menos aproximadamente 12 horas, al menos
aproximadamente 24 horas, al menos aproximadamente 36 horas, al menos
aproximadamente 48 horas, o al menos aproximadamente 72 horas antes de la cirugia.
Cuando la proteina quimérica se administra después de la cirugia, la administracion
puede ser al menos aproximadamente 1 hora, al menos aproximadamente 2 horas, al
menos aproximadamente 4 horas, al menos aproximadamente 8 horas, al menos
aproximadamente 12 horas, al menos aproximadamente 24 horas, al menos
aproximadamente 36 horas, al menos aproximadamente 48 horas, o al menos
aproximadamente 72 horas después de la cirugia. La cirugia puede incluir, pero sin
limitarse a, trasplante de higado, reseccién hepatica, procedimientos dentales o trasplante
de células madre.

"Tratar", "tratamiento”, "tratando", como se emplean en el presente documento se refieren,
p. €., a la reduccién de la gravedad de una enfermedad o afeccion; la reduccion de la
duracion del curso de una enfermedad; la mejora de uno o mas sintomas asociados con
una enfermedad o afeccidn; la provision de efectos beneficiosos a un sujeto con una
enfermedad o afeccion, sin necesariamente curar la enfermedad o afeccidn, o la profilaxis
de uno o mas sintomas asociados con una enfermedad o afeccién. En algunas
realizaciones, tratar o tratamiento comprenden mantener un nivel valle de FVIIl a al menos
aproximadamente 1 Ul/dL, 2 Ul/dL, 3 Ul/dL, 4 Ul/dL, 5 Ul/dL, 6 Ul/dL, 7 Ul/dL, 8 Ul/dL, 9
ul/dL, 10 Ul/dL, 11 Ul/dL, 12 Ul/dL, 13 Ul/dL, 14 Ul/dL, 15 Ul/dL, 16 Ul/dL, 17 Ul/dL, 18
ul/dL, 19 Ul/dL, o 20 Ul/dL en un sujeto mediante la administraciébn de una proteina
quimérica de la divulgaciéon. Como se emplea en el presente documento, un "nivel valle"
en un paciente con hemofilia A es la medicion de la concentracion mas baja alcanzada
por una terapia de factor, p. €j., una terapia con FVIII, antes de administrar la siguiente
dosis. En algunas realizaciones, tratar o tratamiento significan mantener un nivel valle de

FVIII de al menos aproximadamente 1 Ul/dL entre el intervalo de dosificacién. En algunas
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realizaciones, tratar o tratamiento significan mantener un nivel valle de FVIII de al menos
aproximadamente 3 Ul/dL entre el intervalo de dosificacion. En algunas realizaciones,
tratar o tratamiento significan mantener un nivel valle de FVIII de al menos
aproximadamente 5 Ul/dL entre el intervalo de dosificacion. En algunas realizaciones,
tratar o tratamiento significan mantener un nivel valle de FVIII entre aproximadamente 1
y aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 2 y aproximadamente 20 Ul/dL,
aproximadamente 3 y aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 4 vy
aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 5 y aproximadamente 20 Ul/dL,
aproximadamente 6 y aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 7 'y
aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 8 Yy aproximadamente 20 Ul/dL,
aproximadamente 9 y aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 10 vy
aproximadamente 20 Ul/dL durante el intervalo de dosificacion.

En algunas realizaciones, tratar o tratamiento de una enfermedad o afeccion comprenden
el mantenimiento de la actividad del FVIII en un sujeto a un nivel comparable a al menos
aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%,
15%, 16%, 17%, 18%, 19%, o 20% de la actividad del FVIII en un sujeto no hemofilico
entre el intervalo de dosificacién. En algunas realizaciones, tratar o tratamiento significan
el mantenimiento de un nivel de actividad de FVIII de al menos aproximadamente 1%
entre el intervalo de dosificacién. En algunas realizaciones, tratar o tratamiento significan
el mantenimiento de un nivel de actividad de FVIII de al menos aproximadamente 2%
entre el intervalo de dosificacién. En algunas realizaciones, tratar o tratamiento significan
el mantenimiento de un nivel de actividad de FVIII de al menos aproximadamente 3%
entre el intervalo de dosificacién. En algunas realizaciones, tratar o tratamiento significan
el mantenimiento de un nivel de actividad de FVIII de al menos aproximadamente 4%
entre el intervalo de dosificacion. En algunas realizaciones, tratar o tratamiento significan
el mantenimiento de un nivel de actividad de FVIII de al menos aproximadamente 5%.
entre el intervalo de dosificacion. En algunas realizaciones, tratar o tratamiento significan
el mantenimiento de un nivel de actividad de FVIII de al menos aproximadamente 6%
entre el intervalo de dosificacion. En algunas realizaciones, tratar o tratamiento significan
el mantenimiento de un nivel de actividad de FVIII de al menos aproximadamente 7%
entre el intervalo de dosificacion. En algunas realizaciones, tratar o tratamiento significan
el mantenimiento de un nivel de actividad de FVIII de al menos aproximadamente 8%
entre el intervalo de dosificacién. En algunas realizaciones, tratar o tratamiento significan
el mantenimiento de un nivel de actividad de FVIII de al menos aproximadamente 9%

entre el intervalo de dosificacién. En algunas realizaciones, tratar o tratamiento significan
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el mantenimiento de un nivel de actividad de FVIII de al menos aproximadamente 10%
entre el intervalo de dosificacion. En algunas realizaciones, el nivel valle minimo requerido
para el tratamiento se puede medir mediante uno o mas métodos conocidos (por ejemplo,
los ensayos de tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) o0 ensayos
cromogénicos, que son bien conocidos en la técnica) y se puede ajustar (aumentar o
disminuir) para cada persona. En la Publicaciéon de Solicitud de Estados Unidos Num.
20190375822 se describen ejemplos no limitantes de ensayos para medir el nivel minimo,

gue se incorpora a la presente como referencia en su totalidad.

Il. Proteinas Quiméricas

En un aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a composiciones farmacéuticas que
comprenden una proteina quimérica o proteina que comprende una primera cadena
polipeptidica que comprende una proteina de Factor VIII (“FVIII") o una porcién de la
misma y una primera region constante de inmunoglobulina (“Ig”) o una porcién de la
misma, y una segunda cadena polipeptidica que comprende una proteina de Factor de
von Willebrand (“VWF”) y una segunda region constante de Ig o una porcion de la misma.
En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende (i) una proteina de FVIII que
comprende un polipéptido de FVIII, un Polipéptido ELNN insertado dentro del dominio B
del polipéptido de FVIII, y una primera region Fc; y (i) una proteina de VWF que
comprende un fragmento de VWF, una segunda secuencia de Polipéptido ELNN, un
conector a2, y una segunda region Fc. En algunas realizaciones, la proteina quimérica
divulgada en el presente documento es un heterodimero FVIII-ELNN-Fc/D’'D3-ELNN-Fc.
En algunas realizaciones, la proteina quimérica es efanesoctocog alfa. El efanesoctocog
alfa, también conocido como “BIVV001”, “efanesoctocogum alfa”, “rFVIlIFc-VWF-ELNN”,
y “rEVIIIFc-VWF-XTEN”, es descrito por Chhabra et al. en Blood 135(17): 1484-1496
(2020), cuyo contenido completo se incorpora a la presente como referencia en su
totalidad. En la FIG. 1 se presenta una representacion esquematica de efanesoctocog
alfa, como heterodimero FVIII-ELNN-Fc/D’D3-ELNN-Fc ilustrativo.

El Efanesoctocog alfa es una proteina grande (mas de 300 kDa) que comprende multiples
partes en cada una de las dos cadenas de polipéptidos que estan asociadas mediante
enlaces covalentes e interacciones no covalentes. La proteina tiene tendencia a
agregarse bajo ciertas condiciones, lo que puede reducir la estabilidad de las
formulaciones a menos que se seleccione un excipiente tal como L-arginina y esté
presente en una cantidad que sea suficiente para reducir la agregacion. Por ejemplo, la
agregacion se puede reducirse afiadiendo niveles elevados de L-arginina (p. €j.,

aproximadamente 250 mM).
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Comunes Internacionales para las Sustancias Farmacéuticas (DCI) Informacion sobre
medicamentos de la OMS, 2019, vol. 33, nim. 4, pag. 828-30. En algunas realizaciones,
la proteina quimérica es un heterodimero FVIII-ELNN-Fc/D'D3-ELNN-Fc que comprende
(i) un primer polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 1y
(i) un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
2. En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende (i) un primer polipéptido y
(ii) un segundo polipéptido que estan conectados covalentemente a través de uno o mas
enlaces disulfuro (p. €j., dos enlaces disulfuro). En algunas realizaciones, la proteina
guimérica comprende una proteina de FVIII codificada por la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende una
proteina de VWF codificada por la secuencia de 4cido nucleico de SEQ ID NO: 6. En
algunas realizaciones, el efanesoctocog alfa tiene una actividad de al menos 1600 Ul/mg.
En algunas realizaciones, el efanesoctocog alfa tiene una actividad de al menos 1700
Ul/mg. En algunas realizaciones, el efanesoctocog alfa tiene una actividad de al menos
1800 Ul/mg. En algunas realizaciones, el efanesoctocog alfa tiene una actividad de al
menos 1900 Ul/mg. En algunas realizaciones, el efanesoctocog alfa tiene una actividad
de 1600 Ul/mg a 2000 Ul/mg.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende una proteina de FVIII que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la
proteina quimérica comprende una proteina de FVIII que comprende uno o mas puentes
disulfuro en una o mas de las siguientes ubicaciones: restos 153-179, 248-329, 528-554,
630-711, 1220-1246, 1287-1291, 1409-1557, 1562-1714, 1761-1821 y/o 1867-1925 de
SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende una proteina
de FVIII que comprende uno o mas puentes disulfuro en cada una de las siguientes
ubicaciones: restos 153-179, 248-329, 528-554, 630-711, 1220-1246, 1287-1291, 1409-
1557, 1562-1714, 1761-1821, y 1867-1925 de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones,
la proteina quimérica comprende una proteina de FVIII que comprende uno 0 mas restos
Cys-SH en los restos 310 , 692 y/o 1388 de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la
proteina quimérica comprende una proteina de FVIII gue comprende restos de Cys-SH
en cada uno de los restos 310, 692 y/o 1388 de SEQ ID NO: 1.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende una proteina de FVIII que
comprende uno 0 mas sitios de N-glicosilacion en los restos N41, N239, N1198, N1506
y/o N1797 de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende

una proteina de FVIII que comprende uno o mas sitios de O-glicosilacion en los restos
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746-1036 de SEQ ID NO: 1 y/o los restos Sery Thr en los péptidos conectores. En algunas
realizaciones, la proteina quimérica comprende una proteina de FVIII que comprende uno
0 mas sitios de Tyr-sulfatacion en los restos 346, 718, 719, 723, 729, 1052 y/o 1068 de
SEQ ID NO: 1.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende una proteina de VWF que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la
proteina quimérica comprende una proteina de VWF gque comprende uno o mas puentes
disulfuro en uno o mas de las siguientes ubicaciones: restos 4-45, 13-41, 25-36, 29-64,
47-58, 66-88, 83-100, 86-95, 104-233, 126-268, 135-230, 151-158, 283-326, 297-321,
308-348, 328-334, 338-363, 367-410, 386-406, 390-402, 394-433, 414-427, 436-464,
459-474, 462-471, 698-758 y/u 804-862 de SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la
proteina quimérica comprende una proteina de VWF que comprende uno o mas puentes
disulfuro en cada una de las siguientes ubicaciones: restos 4-45, 13-41, 25-36, 29-64, 47-
58, 66-88, 83-100, 86-95, 104-233, 126-268, 135-230, 151-158, 283-326, 297-321, 308-
348, 328-334, 338-363, 367-410, 386-406, 390-402, 394-433, 414-427, 436-464, 459-474,
462-471, 698-758, y/u 804-862 de SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende una proteina de VWF que
comprende uno o0 mas sitios de N-glicosilacion en los restos N94, N384, N734 de SEQ ID
NO: 2. En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende una proteina de VWF
gue comprende uno o mas sitios de O-glicosilacién en los restos 478-625 de SEQ ID NO:
2 ylolos restos Sery Thr en los péptidos conectores. En algunas realizaciones, la proteina
quimérica comprende una proteina de VWF que comprende uno o mas sitios de Tyr-
sulfatacion en los restos 632, 633, 637 y/o 643 de SEQ ID NO: 2. En algunas
realizaciones, la proteina de VWF comprende un fragmento de VWF que comprende un
dominio D1, D2, D' y/o D3 de VWF. En una realizacién, el fragmento de VWF comprende
una regién D1D2 de VWF que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la proteina de VWF comprende adicionalmente una
secuencia de péptido sefial de VWF. En una realizacién, el péptido sefial de VWF
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19. En una realizacion
especifica, la proteina de VWF comprende un péptido sefial de VWF que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19, una region D1D2 de VWF que comprende
la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 20, un dominio D' de VWF que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21, un dominio D3 de VWF que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, una secuencia de Polipéptido ELNN que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 (AE144_5A), un conector a2
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gue comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 15 y/o una region Fc que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica de la presente divulgacion comprende: (i)
una proteina de FVIII que comprende un polipéptido de FVIII, una primera secuencia de
polipéptido ELNN, y una primera region Fc; y (i) un fragmento de VWF que comprende
un dominio D’ de VWF y un dominio D3 de VWF, una segunda secuencia de Polipéptido
ELNN, un conector a2 de FVIII, y una segunda region Fc; en donde: la proteina de FVIII
tiene una delecion de los aminoacidos 746 al 1648 correspondientes al FVIII maduro; la
primera secuencia de Polipéptido ELNN se inserta dentro del polipéptido de FVIlI
inmediatamente aguas abajo del aminoacido 745 correspondiente al FVIII maduro; la
primera secuencia de Polipéptido ELNN comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente
90%, al menos aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%, al menos
aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98%, al menos aproximadamente
99%, o aproximadamente 100% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de AE288 (SEQ ID NO: 9); la primera region Fc esta fusionada al extremo
C-terminal del polipéptido de FVIII; la segunda secuencia de Polipéptido ELNN esta
fusionada al extremo C-terminal del fragmento VWF; la segunda secuencia de Polipéptido
ELNN comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente
70%, al menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos
aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente
95%, al menos aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99%, o aproximadamente 100% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de AE144 5A (SEQ ID NO: 14);
el conector a2 esta fusionado al extremo C-terminal del Polipéptido ELNN; el conector a2
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 70%, al
menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos
aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente
95%, al menos aproximadamente 96% , al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99%, o aproximadamente 100% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; la segunda
region Fc esté fusionada al extremo C-terminal del conector a2; y la primera regién Fc
esta conectada covalentemente a la segunda regién Fc mediante un enlace disulfuro (p.

ej., dos enlaces disulfuro).

-42 -



[0147] En algunas realizaciones, la proteina quimérica de la divulgacion comprende dos
secuencias de polipéptidos, una primera secuencia de polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos al menos aproximadamente 80%, 90%, 95%, o 100% idéntica
a la secuencia de aminoéacidos expuesta en SEQ ID NO: 1; y una segunda secuencia de
polipéptido que comprende un fragmento de VWF que comprende un dominio D’ de VWF
y un dominio D3 de VWF y una region Fc. En algunas realizaciones, la proteina quimérica
de la divulgacién comprende dos secuencias de polipéptidos, una primera secuencia de
polipéptido que comprende el polipéptido de FVIII y una region Fc; y una segunda
secuencia de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos
aproximadamente 80%, 90%, 95%, o 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la proteina quimérica de la
divulgacion comprende dos secuencias de polipéptidos, una primera secuencia de
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos aproximadamente
80%, 90%, 95%, o 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID
NO: 1 y una segunda secuencia de polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos aproximadamente 80%, 90%, 95%, o0 100% idéntica a la secuencia
de aminoéacidos expuesta en SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la proteina
quimérica de la divulgacion comprende dos secuencias de polipéptidos, una primera
secuencia de polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 7 y una segunda secuencia de polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la proteina quimérica
de la divulgacion comprende dos secuencias de polipéptidos, una primera secuencia de
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1y
una segunda secuencia de polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 2, en donde la primera secuencia de polipéptido y la segunda
secuencia de polipéptido estan conectadas entre si mediante un enlace disulfuro. En
algunas realizaciones, la proteina quimérica de la divulgacién comprende dos secuencias
de polipéptidos, una primera secuencia de polipéptido que comprende la secuencia de
aminodacidos expuesta en SEQ ID NO: 1 y una segunda secuencia de polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2, en donde la primera
secuencia de polipéptido y la segunda secuencia de polipéptido estan conectadas entre
si mediante dos enlaces disulfuro. En algunas realizaciones, la proteina quimérica de la
divulgacion comprende dos secuencias de polipéptidos, una primera secuencia de
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1y

una segunda secuencia de polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
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expuesta en SEQ ID NO: 2, en donde la primera secuencia de polipéptido comprende una
primera porcion Fc, en donde la segunda secuencia de polipéptido comprende una
segunda porcién Fc, en donde la primera porcion Fc y la segunda porcidon Fc estan
conectadas entre si mediante dos enlaces disulfuro en la region bisagra.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica de la divulgacion comprende una proteina
de FVIII gue comprende una secuencia de aminoacidos al menos aproximadamente 80%,
90%, 95%, o 100% idéntica a SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 3, o SEQ ID NO: 1; y una
proteina de VWF que comprende una secuencia de aminoacidos al menos
aproximadamente 80%, 90%, 95%, o0 100% idéntica a SEQ ID NO: 2 o0 SEQ ID NO: 5.
En algunas realizaciones, la proteina quimérica de la divulgacion comprende: (i) una
proteina de FVIII que comprende un primer fragmento de polipéptido de FVIII que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17; una primera secuencia de
polipéptido ELNN que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9
(AE288); un segundo fragmento de polipéptido de FVIII que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 18; y una primera regién Fc que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 23; y (ii) una proteina de VWF que comprende: un dominio
D’ de VWF que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21; un dominio
D3 de VWF que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22; una segunda
secuencia de Polipéptido ELNN que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14 (AE144_5A); un conector a2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 15; y una segunda regién Fc que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 23, y en donde la primera region Fc esta conectada covalentemente a la segunda
regién Fc mediante un enlace disulfuro (p. €j., dos enlaces disulfuro).

En algunas realizaciones, la proteina quimérica de la divulgacién comprende una proteina
de FVIII que comprende un polipéptido de FVIII, una primera secuencia de polipéptido
ELNN, una primera region Fc, y una proteina de VWF que comprende un dominio D' de
VWEF, un dominio D3 de VWF, una segunda secuencia de Polipéptido ELNN, un conector
a2 de FVIII y una segunda region Fc, en donde el polipéptido de FVIII comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17, la primera secuencia de Polipéptido ELNN
comprende la secuencia de aminoacidos de AE288 (SEQ ID NO: 9) y est4 fusionada al
extremo C-terminal de SEQ ID NO: 17, el polipéptido de FVIII comprende adicionalmente
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, la primera region Fc comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y esta fusionada al extremo C-terminal de
SEQ ID NO: 18; el dominio D’ del VWF comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ

ID NO: 21; el dominio D3 de VWF comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
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NO: 214, la segunda secuencia de Polipéptido ELNN comprende la secuencia de
aminoacidos de AE144_5A (SEQ ID NO: 14) y esta fusionada al extremo C-terminal del
dominio D3 de VWF; el conector a2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 15 y esté fusionado al extremo C-terminal de la segunda secuencia de Polipéptido
ELNN; la segunda region Fc comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23
y esta fusionada al extremo C-terminal del conector a2; y en donde la primera region Fc
esta conectada covalentemente a la segunda region Fc mediante un enlace disulfuro.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica de la divulgacién comprende una proteina
de FVIII que comprende un péptido sefial de FVIII que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, la proteina quimérica
comprende una proteina de VWF que comprende un péptido sefial de VWF que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la
proteina quimérica comprende una proteina de VWF que comprende un dominio D1D2
de VWF que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende un primer polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la
proteina quimérica comprende un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 7 y un segundo polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la proteina quimérica
comprende un primer polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 1y un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 2.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende uno o mas puentes disulfuro
entre el primer polipéptido y el segundo polipéptido. En algunas realizaciones, la proteina
guimérica comprende dos puentes disulfuro entre el primer polipéptido y el segundo
polipéptido. En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende un primer
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, en donde la
proteina quimérica comprende un puente disulfuro entre el resto 1726 de SEQ ID NO: 1
y el resto 663 de SEQ ID NO: 2, y un puente disulfuro entre el resto 1729 de SEQ ID NO:
1y elresto 666 de SEQ ID NO: 2.
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V. Composiciones Farmacéuticas

En un aspecto, la presente divulgaciéon esta dirigida a composiciones farmacéuticas de
una proteina quimérica que se formulan para mejorar la estabilidad de las proteinas. En
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas divulgadas demuestran una
mayor estabilidad basada en andlisis mediante inspeccion visual, concentracion de
proteinas, estabilidad de pH, formacion de especies de alto peso molecular (HMWS) y/o
cambio en la turbidez. El andlisis de estas propiedades de estabilidad se puede realizar
utilizando técnicas convencionales, incluida la cromatografia de exclusiéon por tamafo
(SEC), la cromatografia liquida de alta resolucién de fase inversa (RP-HPLC), y muchas
otras.

Las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente documento comprenden una
cantidad especificada de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica tiene una concentracion de proteina quimérica de aproximadamente 0,8 a
aproximadamente 1,2 mg/mL. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
tiene una concentracion de proteina quimérica de aproximadamente 0,8 mg/mL. En
algunas realizaciones, la composicién farmacéutica tiene una concentracién de proteina
guimérica de aproximadamente 0,9 mg/mL. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica tiene una concentracion de proteina quimérica de aproximadamente 1,0
mg/mL. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica tiene una concentracion
de proteina quimérica de aproximadamente 1,1 mg/mL. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica tiene una concentracion de proteina quimérica de
aproximadamente 1,2 mg/mL.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende de aproximadamente
75 Ul/mL a aproximadamente 2,000 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica comprende aproximadamente 75 Ul/mL de la
proteina quimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende
aproximadamente 100 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 150 Ul/mL de la proteina
quimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende
aproximadamente 200 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 250 Ul/mL de la proteina
quimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
aproximadamente 300 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 350 Ul/mL de la proteina

quimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
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aproximadamente 400 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 450 Ul/mL de la proteina
quimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende
aproximadamente 500 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 550 Ul/mL de la proteina
guimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
aproximadamente 600 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 650 Ul/mL de la proteina
guimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
aproximadamente 700 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 750 Ul/mL de la proteina
guimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
aproximadamente 800 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 850 Ul/mL de la proteina
quimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende
aproximadamente 900 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 950 Ul/mL de la proteina
quimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende
aproximadamente 1000 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende mas de aproximadamente 250 Ul de la proteina
quimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende méas de
aproximadamente 300 Ul de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende mas de aproximadamente 500 Ul de la proteina
guimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende al menos
aproximadamente 500 Ul de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende mas de aproximadamente 85 IU/ml de la proteina
guimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende mas de
aproximadamente 100 IU/ml de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende mas de aproximadamente 200 IU/ml de la proteina
guimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende al menos
aproximadamente 200 IU/ml de la proteina quimérica.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende aproximadamente
1100 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica comprende aproximadamente 1150 Ul/mL de la proteina quimérica. En

algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende aproximadamente 1200
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Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende aproximadamente 1250 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica comprende aproximadamente 1300 Ul/mL de
la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
aproximadamente 1350 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 1400 Ul/mL de la proteina
guimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
aproximadamente 1450 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 1500 Ul/mL de la proteina
guimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
aproximadamente 1550 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 1600 Ul/mL de la proteina
guimérica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
aproximadamente 1650 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 1700 Ul/mL de la proteina
quimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende
aproximadamente 1750 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 1800 Ul/mL de la proteina
quimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende
aproximadamente 1850 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 1900 Ul/mL de la proteina
quimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende
aproximadamente 1950 Ul/mL de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 2000 Ul/mL de la proteina
quimérica.

Las composiciones farmacéuticas que contienen la proteina quimérica de la presente
divulgacion también contienen un portador farmacéuticamente aceptable adecuado. Por
ejemplo, pueden contener excipientes y/o agentes auxiliares que proporcionan un
aumento de estabilidad de la proteina quimérica o facilitan el procesamiento de los
compuestos activos en preparaciones disefiadas para el suministro al sitio de accién.

En un aspecto, en el presente documento se divulgan composiciones farmacéuticas que
comprenden una cantidad especificada de una proteina quimérica junto con los
excipientes divulgados. Las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente
documento comprenden diversas concentraciones de estos excipientes divulgados, y las

concentraciones se pueden expresar de diversas maneras. Por ejemplo, la concentracion
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de un excipiente dado se puede expresar como una concentracion molar (p. ej., M o mM),
como un porcentaje en peso/volumen, (p. ej., gramos por 100 ml de diluyente), o como
miligramos por mililitro (mg/ml). Las composiciones farmacéuticas proporcionadas en el
presente documento pueden contener cantidades especificadas de los diversos
excipientes a un nivel de precision que oscila de aproximado, p. ej., concentraciones
expresadas solo hasta una cifra significativa (p. €j., aproximadamente 0,1% (p/v)), o con
mas more precision, p. ej.,, de hasta 2, 3, 4, 5, o 6 cifras significativas (p. e€j.,
aproximadamente 3,88 mg/ml, con precision de hasta tres cifras significativas). El nivel
necesario de precision puede variar dependiendo, p. €j., de los requerimientos de una
agencia reguladora dada, o del procedimiento de fabricacion.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende sacarosa de 1% (p/v)
a 4% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa
de 2% (p/v) a 5% (p/v). En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende
sacarosa de 4% (p/v) a 8% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa de aproximadamente 1,5% (p/v) a aproximadamente 2,5% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa de
aproximadamente 5% (p/v) a aproximadamente 7,5% (p/v).

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 1,0% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 1,1% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 1,2% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 1,3% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 1,4% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 1,5% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicibn farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 1,6% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 1,7% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 1,8% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicibn farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 1,9% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 2,0% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 2,1% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa a

aproximadamente 2,2% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
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comprende sacarosa a aproximadamente 2,3% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 2,4% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicibn farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 2,5% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 2,6% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 2,7% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicibn farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 2,8% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 2,9% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 3,0% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicibn farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 3,1% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 3,2% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 3,3% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 3,4% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 3,5% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 3,6% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 3,7% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 3,8% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 3,9% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 4,0% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 4,1% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 4,2% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicibn farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 4,3% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 4,4% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 4,5% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 4,4% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 4,7% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 4,8% (p/v). En

algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa a
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aproximadamente 4,9% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 5% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 5,1% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 5,2% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 5,3% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 5,4% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicibn farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 5,5% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 5,6% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 5,7% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicibn farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 5,8% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 5,9% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 6% (p/v). En algunas
realizaciones, la composicién farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente
6,1% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa
a aproximadamente 6,2% (p/v). En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 6,3% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 6,4% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 6,5% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 6,6% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 6,7% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicibn farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 6,8% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 6,9% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 7% (p/v). En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente
7,1% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa
a aproximadamente 7,2% (p/v). En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 7,3% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 7,4% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende sacarosa a

aproximadamente 7,5% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
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comprende sacarosa a aproximadamente 7,6% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 7,7% (p/v). En
algunas realizaciones, la composicibn farmacéutica comprende sacarosa a
aproximadamente 7,8% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende sacarosa a aproximadamente 7,9% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende sacarosa a aproximadamente 8% (p/v).

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende aproximadamente
33,67 mg de sacarosa. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende
aproximadamente 67,34 mg de sacarosa. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica comprende aproximadamente 168,35 mg de sacarosa. En algunas
realizaciones, la cantidad de sacarosa puede variar hasta 10% de una cantidad
especifica. En algunas realizaciones, la cantidad de sacarosa puede variar hasta 5% de
una cantidad especifica. En algunas realizaciones, la cantidad de sacarosa puede variar
hasta 1% de una cantidad especifica. En algunas realizaciones, la cantidad especifica de
sacarosa es 33,67 mg, 67,34 mg, o 168,35 mg.

Las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente documento pueden incluir un
tampoén. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas divulgadas en el
presente documento incluyen cantidades o concentraciones especificadas de histidina.
En algunas realizaciones, la histidina incluida en la composicion farmacéutica es L-
histidina. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende histidina de
aproximadadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende histidina
aproximadamente 5 mM. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende histidina aproximadamente 5,5 mM. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica comprende histidina aproximadamente 6 mM. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende histidina aproximadamente 6,5 mM. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica comprende histidina aproximadamente 7 mM.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende histidina
aproximadamente 7,5 mM. En algunas realizaciones, la compaosicién farmacéutica
comprende histidina aproximadamente 8 mM. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica comprende histidina aproximadamente 8,5 mM. En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica comprende histidina aproximadamente 9 mM. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica comprende histidina aproximadamente 9,5
mM. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende histidina

aproximadamente 10 mM. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
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comprende histidina aproximadamente 10,5 mM. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende histidina aproximadamente 11 mM. En algunas
realizaciones, la composicién farmacéutica comprende histidina aproximadamente 11,5
mM. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende histidina
aproximadamente 12 mM. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende histidina aproximadamente 12,5 mM. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende histidina aproximadamente 13 mM. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica comprende histidina aproximadamente 13,5
mM. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende histidina
aproximadamente 14 mM. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende histidina aproximadamente 14,5 mM. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende histidina aproximadamente 15 mM. En algunas
realizaciones, la histidina es L-histidina.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente
documento incluyen cantidades o concentraciones especificadas de arginina. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica comprende hidrocloruro de arginina (HCI). En
algunas realizaciones, la arginina es L-arginina. En algunas realizaciones, la composicion
comprende L-arginina-HCI.

En algunas realizaciones, la composiciéon farmacéutica comprende arginina de
aproximadadamente 200 mM a aproximadamente 300 mM.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende arginina
aproximadamente 200 mM. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende arginina aproximadamente 210 mM. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica comprende arginina aproximadamente 220 mM. En algunas realizaciones,
la composicién farmacéutica comprende arginina aproximadamente 230 mM. En algunas
realizaciones, la composicién farmacéutica comprende arginina aproximadamente 240
mM. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende arginina
aproximadamente 250 mM. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende arginina aproximadamente 260 mM. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica comprende arginina aproximadamente 270 mM. En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica comprende arginina aproximadamente 280 mM. En algunas
realizaciones, la composicién farmacéutica comprende arginina aproximadamente 290
mM. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende arginina
aproximadamente 300 mM. En algunas realizaciones, la arginina es L-arginina. En

algunas realizaciones, la composicién comprende L-arginina-HCI.

-53-



[0168]

[0169]

[0170]

Las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente documento pueden incluir un
agente voluminizante. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas
divulgadas en el presente documento incluyen cantidades o concentraciones
especificadas de cloruro de calcio (CaCly). En algunas realizaciones, la composicion
comprende CaCl,e2H,0, CaCl. (anhidro), CaCl,e4H,O, o CaCl.e6H,O. En algunas
realizaciones, la composicibn comprende dihidrato de cloruro de calcio. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica comprende cloruro de calcio de
aproximadadamente 2,5 mM a aproximadamente 10 mM. En algunas realizaciones, la
composicion comprende dihidrato de cloruro de calcio.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende cloruro de calcio
aproximadamente 2,5 mM. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende cloruro de calcio aproximadamente 3 mM. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende cloruro de calcio aproximadamente 3,5 mM. En
algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende cloruro de calcio
aproximadamente 4 mM. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende cloruro de calcio aproximadamente 4,5 mM. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende cloruro de calcio aproximadamente 5 mM. En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende cloruro de calcio
aproximadamente 5,5 mM. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende cloruro de calcio aproximadamente 6 mM. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende cloruro de calcio aproximadamente 6,5 mM. En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende cloruro de calcio
aproximadamente 7 mM. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende cloruro de calcio aproximadamente 7,5 mM. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende cloruro de calcio aproximadamente 8 mM. En
algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende cloruro de calcio
aproximadamente 8,5 mM. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
comprende cloruro de calcio aproximadamente 9 mM. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende cloruro de calcio aproximadamente 9,5 mM. En
algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende cloruro de calcio
aproximadamente 10 mM. En algunas realizaciones, la composicion comprende dihidrato
de cloruro de calcio.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente
documento no incluyen agentes voluminizantes distintos de cloruro de calcio. En algunas

realizaciones, el cloruro de calcio es el Unico agente voluminizante. En algunas
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[0171]

[0172]

[0173]

realizaciones, la composicion farmacéutica comprende menos de 8,8 mg/mL de cloruro
de sodio (NaCl). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica esta
sustancialmente libre de cloruro de sodio. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica esté libre de cloruro de sodio.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente
documento incluyen cantidades o concentraciones especificadas de poloxamero 188
(P188). En algunas realizaciones, el poloxamero es poloxamero 101, 105, 108, 122, 123,
124,181, 182, 183, 184, 185, 188, 212, 215, 217, 231, 234, 235, 237, 238, 282, 284, 288,
331, 333, 334, 335, 338, 401, 402, 403, o 407. En algunas realizaciones, el poloxamero
es poloxamero 407. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende
de aproximadamente 0,01 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml de un poloxamero. En
algunas realizaciones, la composicibn farmacéutica comprende al menos
aproximadamente 1 mg/ml de un poloxamero.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente
documento incluyen cantidades o concentraciones especificadas de poloxamero 188
(P188). Las divulgaciones no limitantes referentes a P188 se pueden encontrar en
Strickley y Lambert (2021) Journal of Pharmaceutical Sciences 110 2590-2608, cuyo
contenido completo se incorpora al presente documento como referencia. En algunas
realizaciones, la composiciobn farmacéutica comprende poloxamero 188 de
aproximadadamente 0,01% (p/v) a aproximadamente 1,0% (p/v). En algunas
realizaciones, la composicién farmacéutica comprende poloxamero 188 a al menos
aproximadamente 0,1%. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,1%.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende poloxamero 188 a
aproximadamente 0,01% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,02% (p/v). En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,03%
(p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende poloxamero 188
a aproximadamente 0,04% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,05% (p/v). En algunas realizaciones,
la composicién farmacéutica comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,06%
(p/v). En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende poloxamero 188
a aproximadamente 0,07% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,08% (p/v). En algunas realizaciones,

la composicién farmacéutica comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,09%
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[0174]

[0175]

[0176]

[0177]
(@)
(b)
()
(d)

(p/v). En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende poloxamero 188
a aproximadadamente 0,1% (p/v).
En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende poloxamero 188 a
aproximadamente 0,11% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,12% (p/v). En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,13%
(p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende poloxadmero 188
a aproximadamente 0,14% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende poloxdmero 188 a aproximadamente 0,15% (p/v). En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,16%
(p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende poloxadmero 188
a aproximadamente 0,17% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,18% (p/v). En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,19%
(p/v). En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende poloxamero 188
a aproximadamente 0,2% (p/v).
En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende poloxamero 188 a
aproximadamente 0,3% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,4% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,5% (p/v).
En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende poloxamero 188 a
aproximadamente 0,6% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,7% (p/v). En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende poloxamero 188 a aproximadamente 0,8% (p/v).
En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende poloxamero 188 a
aproximadamente 0,9% (p/v). En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
comprende poloxamero 188 a aproximadamente 1,0% (p/v).
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es solucion de pre-liofilizacion. En
algunas realizaciones, solucién de pre-liofilizacion no comprende NacCl.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende

sacarosa de aproximadamente 1% (p/v) a aproximadamente 8% (p/v);

histidina de aproximadadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM,;

arginina de aproximadadamente 200 mM a aproximadamente 300 mM,;

cloruro de calcio de aproximadadamente 2,5 mM a aproximadamente 10 mM; y
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(e) poloxamero de aproximadamente 0,1% (p/v) a aproximadamente 1,0% (p/v). En algunas
realizaciones, el poloxamero es poloxamero 188 (P188). En algunas realizaciones, la
composicion comprende poloxamero 188. En algunas realizaciones, la histidina es L-histidina. En
algunas realizaciones, la arginina es L-arginina. En algunas realizaciones la composicion
comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende dihidrato de
cloruro de calcio. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica es solucion de pre-
liofilizacion.

[0178] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante no comprende NacCl.

[0179] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende

(@ sacarosa a aproximadamente 1% (p/v);

(b) histidina aproximadamente 10 mM;

(© arginina aproximadamente 250 mM;

(d) cloruro de calcio aproximadamente 5 mM; y

(e) poloxamero 188 a aproximadamente 0,1%. En algunas realizaciones, la histidina es L-

histidina. En algunas realizaciones, la arginina es L-arginina. En algunas realizaciones la
composicion comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicién comprende
dihidrato de cloruro de calcio. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es una
solucion de preliofilizacion.

[0180] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende

(a) sacarosa a aproximadamente 2% (p/v);

(b) histidina aproximadamente 10 mM;

(© arginina aproximadamente 250 mM,;

(d) cloruro de calcio aproximadamente 5 mM; y

(e) poloxamero 188 a aproximadamente 0,1%. En algunas realizaciones, la histidina es L-

histidina. En algunas realizaciones, la arginina es L-arginina. En algunas realizaciones la
composicion comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende
dihidrato de cloruro de calcio. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica es una
solucion de preliofilizacion.

[0181] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende

(a) sacarosa a aproximadamente 5% (p/v)

(b) histidina aproximadamente 10 mM;

(© arginina aproximadamente 250 mM;

(d) cloruro de calcio aproximadamente 5 mM; y
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[0182] (e) poloxamero 188 a aproximadamente 0,1%. En algunas realizaciones, la histidina
es L-histidina. En algunas realizaciones, la arginina es L-arginina. En algunas
realizaciones la composicion comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la
composicion comprende dihidrato de cloruro de calcio. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica es una solucién de preliofilizacion. En algunas realizaciones, la

composicion farmacéutica comprende

(@) sacarosa de aproximadamente 1% (p/v) a aproximadamente 5% (p/v);

(b) histidina aproximadamente 10 mM;

(© arginina aproximadamente 250 mM;

(d) cloruro de calcio aproximadamente 5 mM; y

(e) poloxamero 188 a aproximadamente 0,1%. En algunas realizaciones, la histidina es L-

histidina. En algunas realizaciones, la arginina es L-arginina. En algunas realizaciones la
composicion comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende
dihidrato de cloruro de calcio. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica es una
solucion de preliofilizacion.

[0183] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende

(a) sacarosa a aproximadamente 1%, 2%, o 5% (p/v);

(b) histidina de aproximadadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM,;

(© arginina aproximadamente 250 mM,;

(d) cloruro de calcio aproximadamente 5 mM; y

(e) poloxamero 188 a aproximadamente 0,1%. En algunas realizaciones, la histidina es L-

histidina. En algunas realizaciones, la arginina es L-arginina. En algunas realizaciones la
composicion comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicién comprende
dihidrato de cloruro de calcio. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica es una
solucion de preliofilizacion.

[0184] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende

@ sacarosa a aproximadamente 1%, 2%, o 5% (p/v);

(b) histidina aproximadamente 10 mM;

(© arginina de aproximadadamente 200 mM a aproximadamente 300 mM,;

(d) cloruro de calcio aproximadamente 5 mM; y

(e) poloxamero 188 a aproximadamente 0,1%. En algunas realizaciones, la histidina es L-

histidina. En algunas realizaciones, la arginina es L-arginina. En algunas realizaciones la
composicion comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicién comprende
dihidrato de cloruro de calcio. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es una

solucion de preliofilizacion.
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[0185] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende

(a) sacarosa a aproximadamente 1%, 2%, o 5% (p/v);

(b) histidina aproximadamente 10 mM;

(© arginina aproximadamente 250 mM,;

(d) cloruro de calcio de aproximadadamente 2,5 mM a aproximadamente 10 mM; y

(e) poloxdmero 188 a aproximadamente 0,1%. En algunas realizaciones, la histidina es L-

histidina. En algunas realizaciones, la arginina es L-arginina. En algunas realizaciones la
composicion comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende
dihidrato de cloruro de calcio. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica es una
solucién de preliofilizacion.

[0186] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende

(@ sacarosa a aproximadamente 1%, 2%, o 5% (p/v);
(b) histidina aproximadamente 10 mM;

(© arginina aproximadamente 250 mM,;

(d) cloruro de calcio aproximadamente 5 mM; y

[0187] (e) poloxamero 188 de aproximadamente 0,008% (p/v) a aproximadadamente 0,1%
(p/v). En algunas realizaciones, la histidina es L-histidina. En algunas realizaciones, la
arginina es L-arginina. En algunas realizaciones la composicion comprende L-arginina-
HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende dihidrato de cloruro de calcio.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es una solucion de preliofilizacion.

[0188] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende:

(a) aproximadamente 10, 20, o 50 mg/ml de sacarosa;
(b) aproximadamente 1,552 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 52,665 mg/ml de L-arginina-HCI;
(d) aproximadamente 0,735 mg/ml de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1 mg/ml de poloxamero 188.

[0189] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende:

@ aproximadamente 10, 20, o 50 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,552 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 52,665 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) aproximadamente 0,735 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1 mg/ml de poloxamero 188.

[0190] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende:
(a) aproximadamente 10, 20, o 50 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,552 mg/ml de L-histidina;

-59-



(© aproximadamente 52,665 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) aproximadamente 0,555 mg/ml de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1 mg/ml de poloxamero 188. En algunas realizaciones, la
composicion comprende dihidrato de cloruro de calcio. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica es una solucién de preliofilizacion.

[0191] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende:

(@) aproximadamente 10, 20, o0 50 mg/ml sacarosa;

(b) aproximadamente 1,552 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 43,550 mg/mL de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,735 mg/mL de dihidrato de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1 mg/mL de poloxamero 188. En algunas realizaciones la

composicion comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende
dihidrato de cloruro de calcio. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica es una
solucién de preliofilizacion.

[0192] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende:

(a) aproximadamente 10, 20, o 50 mg/ml sacarosa;

(b) aproximadamente 1,552 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 43,550 mg/mL de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,735 mg/ml cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1 mg/mL de poloxamero 188. En algunas realizaciones la

composicion comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicién comprende
dihidrato de cloruro de calcio. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es una
solucion de preliofilizacion.

[0193] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende:

@ aproximadamente 10, 20, o 50 mg/ml sacarosa;

(b) aproximadamente 1,552 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 43,550 mg/mL de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,555 mg/ml cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1 mg/mL de poloxamero 188. En algunas realizaciones la

composicion comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende
dihidrato de cloruro de calcio. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica es una
solucion de preliofilizacion.

[0194] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende:

(a) 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) 1,74 mg/ml de L-histidina;
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()
(d)
(e)
[0195]
()
(b)
(©)
(d)
(e)

59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;
0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y
1,12 mg/ml de poloxdmero 188.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende:
11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;
1,74 mg/ml de L-histidina;
59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;
0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

1,12 mg/ml de poloxdmero 188. En algunas realizaciones, la compaosicién comprende

dihidrato de cloruro de calcio.

[0196]
(@)
(b)
(c)
(d)
(€)
[0197]
(@)
(b)
(€)
(d)
(€)

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende:
11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;
1,74 mg/ml de L-histidina;
48,88 mg/ml de L-arginina;
0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y
1,12 mg/ml de poloxdmero 188.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende:
11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;
1,74 mg/ml de L-histidina;
48,88 mg/ml de L-arginina;
0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

1,12 mg/ml de poloxdmero 188. En algunas realizaciones la composicién comprende

L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicién comprende dihidrato de cloruro de

calcio.
[0198]

[0199]

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un pH de aproximadamente
6,5 a aproximadamente 7,5. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene
un pH de aproximadamente 7,0. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
tiene un pH de aproximadamente 6,8.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un pH de aproximadamente
6,5. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un pH de
aproximadamente 6,6. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica tiene un pH
de aproximadamente 6,7. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un
pH de aproximadamente 6,8. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica tiene
un pH de aproximadamente 6,9. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica

tiene un pH de aproximadamente 7,0. En algunas realizaciones, la composicion
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farmacéutica tiene un pH de aproximadamente 7,1. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica tiene un pH de aproximadamente 7,2. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un pH de aproximadamente 7,3. En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un pH de aproximadamente 7,4.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un pH de aproximadamente
7,5.

[0200] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica tiene un pH de 6,5. En algunas

realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un pH de 6,6. En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica tiene un pH de 6,7. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica tiene un pH de 6,8. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
tiene un pH de 6,9. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un pH de
7,0. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un pH de 7,1. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un pH de 7,2. En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica tiene un pH de 7,3. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica tiene un pH de 7,4. En algunas realizaciones, la composiciéon farmacéutica

tiene un pH de 7,5.

[0201] En algunas realizaciones, se afiade un volumen de 3,367 mL de la solucién de pre-

liofilizacion a un recipiente o vial. En algunas realizaciones, la solucion preliofilizada es se

somete a liofilizacion, dando como resultado una composicion farmacéutica liofilizada.

[0202] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

(@)
(b)
(c)
(d)
(e)

de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 200 mg de sacarosa,

de aproximadamente 2,5 mg a aproximadamente 7,5 mg de histidina;

de aproximadamente 140 mg a aproximadamente 200 mg de arginina;

de aproximadamente 1,5 mg a aproximadamente 5 mg de cloruro de calcio; y

de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10 mg de poloxamero 188.

[0203] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica liofilizada comprende:

(@)
(b)
(c)
(d)
(€)

de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 200 mg de sacarosa,

de aproximadamente 2,5 mg a aproximadamente 7,5 mg de L-histidina;

de aproximadamente 140 mg a aproximadamente 200 mg de L-arginina;

de aproximadamente 1,5 mg a aproximadamente 5 mg de cloruro de calcio; y

de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10 mg de poloxdmero 188. En algunas

realizaciones la composicibn comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la

composicion comprende dihidrato de cloruro de calcio.

[0204] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

(@)

de 10 mg a 200 mg de sacarosa,;
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(b)
(€)
(d)
(€)

de 2,5 mg a 7,5 mg de histidina;

de 140 mg a 200 mg de arginina;

de 1,5 mg a 5 mg de cloruro de calcio; y
de 1 mg a 10 mg de poloxdmero 188.

[0205] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

(@)
(b)
(c)
(d)
(e)

de 10 mg a 200 mg de sacarosa;

de 2,5 mg a 7,5 mg de L-histidina;

de 140 mg a 200 mg de L-arginina-HCI;
de 1,5 mg a 5 mg de cloruro de calcio; y

de 1 mg a 10 mg de poloxdmero 188. En algunas realizaciones, la composicion

comprende dihidrato de cloruro de calcio.

[0206] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica liofilizada comprende:

(@)
(b)
(€)
(d)
(€)

de 10 mg a 200 mg de sacarosa;

de 2,5 mg a 7,5 mg de L-histidina;

de 140 mg a 200 mg de L-arginina;

de 1,5 mg a 5 mg de cloruro de calcio; y

de 1 mg a 10 mg de poloxdmero 188. En algunas realizaciones la composicion

comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende dihidrato de

cloruro de calcio.

[0207] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

(@)
(b)
(c)
(d)
(e)

aproximadamente 33,7, 67,3, 0 168,4 mg de sacarosa;
aproximadamente 5,2 mg de L-histidina;
aproximadamente 177,3 mg de L-arginina-HCI;
aproximadamente 2,5 mg de cloruro de calcio; y

aproximadamente 3,4 mg de poloxamero 188.

[0208] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica liofilizada comprende:

(@)
(b)
(c)
(d)
(€)

aproximadamente 33,7, 67,3, 0 168,4 mg de sacarosa;
aproximadamente 5,2 mg de L-histidina;
aproximadamente 146,6 mg de L-arginina;
aproximadamente 2,5 mg de cloruro de calcio; y

aproximadamente 3,4 mg de poloxamero 188.

[0209] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

(@)
(b)
(c)

33,7, 67,3, 0 168,4 mg de sacarosa,
5,2 mg de L-histidina;
177,3 mg de L-arginina-HCI;
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(d) 2,5 mg de cloruro de calcio; y

(e) 3,4 mg de poloxamero 188.

[0210] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:
(a) 33,7, 67,3, 0 168,4 mg de sacarosa,

(b) 5,2 mg de L-histidina;

(© 146,6 mg de L-arginina;

(d) 2,5 mg de cloruro de calcio; y

(e) 3,4 mg de poloxamero 188.

[0211] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica liofilizada comprende:
(@) 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,

(b) 5,23 mg de L-histidina;

(© 177,32 mg de L-arginina-HCI;

(d) 2,47 mg de dihidrato de cloruro de calcio; y

[0212] (e) 3,37 mg de poloxamero 188. En algunas realizaciones, la composicién

farmacéutica liofilizada comprende:

(a) 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,

(b) 5,23 mg de L-histidina;

(© 177,32 mg de L-arginina-HCI;

(d) 1,87 mg de cloruro de calcio; y

(e) 3,37 mg de poloxamero 188.

[0213] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:
(a) 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,

(b) 5,23 mg de L-histidina;

(© 146,63 mg de L-arginina;

(d) 2,47 mg de dihidrato de cloruro de calcio; y

(e) 3,37 mg de poloxamero 188.

[0214] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica liofilizada comprende:
@ 33,67, 67,34, 0 168,35mg de sacarosa;

(b) 5,23 mg de L-histidina;

(© 146,63 mg de L-arginina;

(d) 1,87 mg de cloruro de calcio; y

(e) 3,37 mg de poloxamero 188.

[0215] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:
(a) de 10 mg a 200 mg de sacarosa,;

(b) 5,2 mg de L-histidina;
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(€)
(d)
(€)

177,3 mg de L-arginina-HCI;
2,5 mg de dihidrato de cloruro de calcio; y
3,4 mg de poloxamero 188.

[0216] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

(@)
(b)
(c)
(d)
(e)

de 10 mg a 200 mg de sacarosa,
5,2 mg de L-histidina;

177,3 mg de L-arginina-HCI;

1,9 mg de cloruro de calcio; y

3,4 mg de poloxamero 188.

[0217] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica liofilizada comprende:

(@)
(b)
(c)
(d)
(€)

de 10 mg a 200 mg de sacarosa,;

5,2 mg de L-histidina;

146,6 mg de L-arginina;

2,5 mg de dihidrato de cloruro de calcio; y

3,4 mg de poloxamero 188.

[0218] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

(@)
(b)
(€)
(d)
(€)

de 10 mg a 200 mg de sacarosa,;
5,2 mg de L-histidina;

146,6 mg de L-arginina;

1,9 mg de cloruro de calcio; y
3,4 mg de poloxamero 188.

[0219] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

(@)
(b)
(c)
(d)
(e)

33,7, 67,3, 0 168,4 mg de sacarosa,

de 2,5 mg a 7,5 mg de L-histidina;

177,3 mg de L-arginina-HCI;

2,5 mg de dihidrato de cloruro de calcio; y

3,4 mg de poloxamero 188.

[0220] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica liofilizada comprende:

(@)
(b)
(c)
(d)
(e)

33,7, 67,3, 0 168,4 mg de sacarosa,
de 2,5 mg a 7,5 mg de L-histidina;
177,3 mg de L-arginina-HClI;

1,9 mg de cloruro de calcio; y

3,4 mg de poloxamero 188.

[0221] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

(@)

33,7, 67,3, 0 168,4 mg de sacarosa,
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(b) de 2,5 mg a 7,5 mg de L-histidina;

(c) 146,6 mg de L-arginina;

(d) 2,5 mg de dihidrato de cloruro de calcio; y

(e) 3,4 mg de poloxamero 188.

[0222] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:
(@) 33,7, 67,3, 0 168,4mg de sacarosa,

(b) de 2,5 mg a 7,5 mg de L-histidina;

(© 146,6 mg de L-arginina;

(d) 1,9 mg de cloruro de calcio; y

(e) 3,4 mg de poloxamero 188.

[0223] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica liofilizada comprende:
(@ 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,

(b) 5,23 mg de L-histidina;

(© de 140 mg a 200 mg de L-arginina;

(d) de 1,5 mg a 5 mg de cloruro de calcio; y

(e) 3,37 mg de poloxamero 188. En algunas realizaciones, la composicién comprende de

140 mg a 200 mg de L-arginina-HCI.
[0224] En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

(a) 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,

(b) 5,23 mg de L-histidina;

(c) 177,32 mg de L-arginina-HCI;

(d) de 1,5 mg a 5 mg de cloruro de calcio; y

(e) 3,37 mg de poloxamero 188.

[0225] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica liofilizada comprende:
@ 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,

(b) 5,23 mg de L-histidina;

(© 146,63 mg de L-arginina;

(d) de 1,5 mg a 5 mg de cloruro de calcio; y

(e) 3,37 mg de poloxamero 188.

[0226] En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica liofilizada comprende:
(a) 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,

(b) 5,23 mg de L-histidina;

(c) 177,32 mg de L-arginina-HCI;

(d) 2,47 mg de dihidrato de cloruro de calcio; y

(e) de 1 mg a 10 mg de poloxamero 188.
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[0227]
(@)
(b)
(€)
(d)
(e)
[0228]
(@)
(b)
(c)
(d)
(e)
[0229]
(@)
(b)
(€)
(d)
(€)
[0230]

[0231]

[0232]

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,;

5,23 mg de L-histidina;

177,32 mg de L-arginina-HCI;

1,87 mg de cloruro de calcio; y

de 1 mg a 10 mg de poloxamero 188.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,

5,23 mg de L-histidina;

146,63 mg de L-arginina;

2,47 mg de dihidrato de cloruro de calcio; y

de 1 mg a 10 mg de poloxamero 188.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada comprende:

33,67, 67,34, 0 168,35mg de sacarosa;

5,23 mg de L-histidina;

146,63 mg de L-arginina;

1,87 mg de cloruro de calcio; y

de 1 mg a 10 mg de poloxamero 188.
En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica liofilizada tiene un contenido de
humedad de menos de 2%. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
liofilizada tiene un contenido de humedad de menos de 1,8%. En algunas realizaciones,
la composicion farmacéutica liofilizada tiene un contenido de humedad de menos de 1,6%.
En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada esta en una torta
liofilizada. En algunas realizaciones, la torta liofilizada es de color blanco. En algunas
realizaciones, la torta liofilizada es menor que Y4 en la escala de color de la Farmacopea
Europea. Véase Degree of Coloration of Liquids (Method 2.2.2), European
Pharmacopoeia, 102 Ed. (2021).
En algunas realizaciones, se combinan la composicién farmacéutica liofilizada y agua
estéril para producir una solucién inyectable. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica liofilizada se combina con aproximadamente 2 mL a aproximadamente 5 mL
de agua estéril. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liofilizada se
combina con aproximadamente 3 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica liofilizada se combina con 3 mL de agua estéril. En algunas
realizaciones, el agua estéril es agua estéril de grado USP. En algunas realizaciones, el

agua estéril es agua estéril de grado USP para inyectables. En algunas realizaciones, el
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[0233]

(@)
(b)
(c)
(d)
(€)

agua estéril es esté libre de pir6geno o es no pirogénica. En algunas realizaciones, el
agua estéril n o contiene un agente bacteriostatico o antimicrobiano. En algunas
realizaciones, el agua estéril contiene un agente bacteriostatico o antimicrobiano. En
algunas realizaciones, el agua estéril se esteriliza utilizando un filtro. En algunas
realizaciones, el agua estéril se esteriliza utilizando un filtro de 0,1 pm. En algunas
realizaciones, el agua estéril es agua destilada. En algunas realizaciones, el agua estéril
es agua destilada no pirogénica, estéril, hipotdnica con una osmolaridad de cero
mOsmoles/L, y no contiene un agente bacteriostatico o antimicrobiano.

En algunas realizaciones, cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, la solucién resultante comprende:

de 10 mg/mL a 60 mg/mL de sacarosa,

de 1,5 mg/mL a 2,0 mg/mL de L-histidina;

de 50 mg/mL a 70 mg/mL de L-arginina;

de 0,7 mg/mL a 0,9 mg/mL de dihidrato de cloruro de calcio; y

de 0,6 mg/mL a 1,6 mg/mL de poloxdmero 188. En algunas realizaciones la composicién

comprende L-arginina-HCI.

[0234]

(@)
(b)
(c)
(d)
(€)

En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, la solucion resultante comprende:

de 10 mg/mL a 60 mg/mL de sacarosa;

de 1,5 mg/mL a 2,0 mg/mL de L-histidina;

de 50 mg/mL a 70 mg/mL de L-arginina;

de 0,5 mg/mL a 0,8 mg/mL de cloruro de calcio; y

de 0,6 mg/mL a 1,6 mg/mL de poloxamero 188. En algunas realizaciones la composicion

comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende dihidrato de

cloruro de calcio

[0235]

(@)
(b)
(c)
(d)
(€)
[0236]

(@)

En algunas realizaciones, cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, la solucién resultante comprende:

aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

aproximadamente 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

aproximadamente 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y

aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxdmero 188.
En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, la solucion resultante comprende:

aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;
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(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxdmero 188. En algunas realizaciones, la
composicion

comprende dihidrato de cloruro de calcio.
[0237] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

(@) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 48,88 mg/ml de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188.

[0238] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(a) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 48,88 mg/ml de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188. En algunas realizaciones la
composicion

comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende dihidrato de
cloruro de calcio.
[0239] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

@ de aproximadamente 10 mg/mL a aproximadamente 60 mg/ml de sacarosa;
(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) aproximadamente 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188.

[0240] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(a) de aproximadamente 10 mg/mL a aproximadamente 60 mg/ml de sacarosa;
(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;
(© aproximadamente 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

- 69 -



(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxdmero 188. En algunas realizaciones, la
composicion

comprende dihidrato de cloruro de calcio.

[0241] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

(@) de aproximadamente 10 mg/mL a aproximadamente 60 mg/ml de sacarosa;
(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 44,88 mg/mL de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188

[0242] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

(@ de aproximadamente 10 mg/mL a aproximadamente 60 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 44,88 mg/mL de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188. En algunas realizaciones la
composicion

comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende dihidrato de
cloruro de calcio.
[0243] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

@ aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) de aproximadamente 1,5 mg/mL a aproximadamente 2,0 mg/mL de L-histidina;
(© aproximadamente 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) aproximadamente 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188.

[0244] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

(a) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) de aproximadamente 1,5 mg/mL a aproximadamente 2,0 mg/mL de L-histidina;
(© aproximadamente 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y
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(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxdmero 188. En algunas realizaciones, la
composicion

comprende dihidrato de cloruro de calcio.

[0245] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(@) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) de aproximadamente 1,5 mg/mL a aproximadamente 2,0 mg/mL de L-histidina;
(© aproximadamente 48,88 mg/ml de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188.

[0246] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

(@ aproximadamente 22,45 mg/ml de sacarosa;

(b) de aproximadamente 1,5 mg/mL a aproximadamente 2,0 mg/mL de L-histidina;

(© aproximadamente 48,88 mg/ml de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188. En algunas realizaciones la
composicion

comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende dihidrato de
cloruro de calcio.
[0247] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(a) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© de aproximadamente 50 mg/mL a aproximadamente 70 mg/mL de L-arginina-HCI;
(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188.

[0248] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

@ aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(©) de aproximadamente 50 mg/mL a aproximadamente 70 mg/mL de L-arginina-HCI,

(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188. En algunas realizaciones, la

composicion
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comprende dihidrato de cloruro de calcio.
[0249] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(a) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© de aproximadamente 40 mg/mL a aproximadamente 60 mg/mL de L-arginina;
(d) aproximadamente 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188.

[0250] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

(@ aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© de aproximadamente 40 mg/mL a aproximadamente 60 mg/mL de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188. En algunas realizaciones la
composicion

comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende dihidrato de
cloruro de calcio.
[0251] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(a) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) de aproximadamente 0,7 mg/mL a aproximadamente 0,9 mg/mL de dihidrato de cloruro
de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188.

[0252] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

@ aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(©) aproximadamente 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) de aproximadamente 0,5 mg/mL a aproximadamente 0,9 mg/mL de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188. En algunas realizaciones, la

composicion

comprende dihidrato de cloruro de calcio.
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[0253] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(a) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 48,88 mg/ml de L-arginina;

(d) de aproximadamente 0,7 mg/mL a aproximadamente 0,9 mg/mL de dihidrato de cloruro
de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188. En algunas realizaciones la
composicion

comprende L-arginina-HCI.
[0254] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

(@ aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 48,88 mg/ml de L-arginina;

(d) de aproximadamente 0,5 mg/mL a aproximadamente 0,7 mg/mL de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188. En algunas realizaciones la
composicion

comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la composicion comprende dihidrato de
cloruro de calcio.
[0255] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(a) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) aproximadamente 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y

(e) de aproximadamente 0,6 mg/mL a aproximadamente 1,6 mg/mL de poloxamero 188.

[0256] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

@ aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;
(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(©) aproximadamente 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y
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(e) de aproximadamente 0,6 mg/mL a aproximadamente 1,6 mg/mL de poloxdmero 188. En
algunas realizaciones la composicion comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la
composicion comprende dihidrato de cloruro de calcio.

[0257] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(@) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 48,88 mg/ml de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y

(e) de aproximadamente 0,6 mg/mL a aproximadamente 1,6 mg/mL de poloxamero 188.

[0258] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

(@ aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 48,88 mg/ml de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

(e) de aproximadamente 0,6 mg/mL a aproximadamente 1,6 mg/mL de poloxamero 188. En
algunas

realizaciones la composicion comprende L-arginina-HCI. En algunas realizaciones, la
composicion comprende dihidrato de cloruro de calcio.
[0259] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(a) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) aproximadamente 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188.

[0260] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

@ aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;
(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(©) aproximadamente 59,11 mg/ml de L-arginina-HCI;

(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188.
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[0261] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(a) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;

(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 48,88 mg/ml de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,82 mg/ml de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188.

[0262] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

(@) aproximadamente 11,23, 22,45, 0 56,12 mg/ml de sacarosa;
(b) aproximadamente 1,74 mg/ml de L-histidina;

(© aproximadamente 48,88 mg/ml de L-arginina;

(d) aproximadamente 0,62 mg/ml de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 1,12 mg/ml de poloxamero 188.

[0263] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(a) aproximadamente 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,
(b) aproximadamente 5,23 mg de L-histidina;

(© aproximadamente 177,32 mg de L-arginina-HCI;

(d) aproximadamente 2,47 mg de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 3,37 mg de poloxamero 188

in 3 mL de agua estéril.
[0264] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

@ aproximadamente 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,
(b) aproximadamente 5,23 mg de L-histidina;

(© aproximadamente 146,63 mg de L-arginina;

(d) aproximadamente 2,47 mg de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) aproximadamente 3,37 mg de poloxamero 188

in 3 mL de agua estéril.
[0265] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(a) aproximadamente 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,
(b) aproximadamente 5,23 mg de L-histidina;
(© aproximadamente 146,63 mg de L-arginina;
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(d) aproximadamente 1,87 mg de cloruro de calcio; y

(e) aproximadamente 3,37 mg de poloxdmero 188

in 3 mL de agua estéril.

[0266] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(@) 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,
(b) 5,23 mg de L-histidina;

(© 177,32 mg de L-arginina-HCI;

(d) 2,47 mg de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) 3,37 mg de poloxamero 188

in 3 mL de agua estéril.
[0267] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

(@ 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,
(b) 5,23 mg de L-histidina;

(c) 177,32 mg de L-arginina-HCI;

(d) 1,87 mg de cloruro de calcio; y

(e) 3,37 mg de poloxamero 188

in 3 mL de agua estéril.
[0268] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucion resultante comprende:

(a) 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,
(b) 5,23 mg de L-histidina;

(© 146,63 mg de L-arginina;

(d) 2,47 mg de dihidrato de cloruro de calcio; y
(e) 3,37 mg de poloxamero 188

in 3 mL de agua estéril.
[0269] En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril

se combinan, la solucién resultante comprende:

@ 33,67, 67,34, 0 168,35 mg de sacarosa,
(b) 5,23 mg de L-histidina;

(©) 146,63 mg de L-arginina;

(d) 1,87 mg de cloruro de calcio; y

(e) 3,37 mg de poloxamero 188

in 3 mL de agua estéril.
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En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, la composicion farmacéutica liofilizada se reconstituye en 7 a 12 segundos.
En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, la osmolalidad de la solucion resultante es de aproximadamente 525 a
aproximadamente 725 mOsm/kg. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
divulgada en el presente documento tiene una osmolalidad de aproximadamente 500 a
aproximadamente 650 mOsm/kg. En algunas realizaciones, cuando la composicion
farmacéutica liofilizada y el agua estéril se combinan, la osmolalidad de la solucién
resultante es de aproximadamente 600 a aproximadamente 650 mOsm/kg.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene una osmolalidad de
aproximadamente 525 mOsm/kg. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
tiene una osmolalidad de aproximadamente 550 mOsm/kg. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica tiene una osmolalidad de aproximadamente 575 mOsm/kg. En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene una osmolalidad de
aproximadamente 600 mOsm/kg. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
tiene una osmolalidad de aproximadamente 625 mOsm/kg. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica tiene una osmolalidad de aproximadamente 650 mOsm/kg. En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene una osmolalidad de
aproximadamente 675 mOsm/kg. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
tiene una osmolalidad de aproximadamente 700 mOsm/kg. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica tiene una osmolalidad de aproximadamente 725 mOsm/kg.

En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, el pH de la soluciébn resultante es de aproximadamente 6,5 a
aproximadamente 7,5. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica tiene un pH
de aproximadamente 7,0. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene un
pH de aproximadamente 6,8. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica tiene
un pH de 6,8.

En algunas realizaciones, cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, el pH de la solucién resultante es aproximadamente 6,5. En algunas
realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
combinan, el pH de la solucion resultante es aproximadamente 6,6. En algunas
realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
combinan, el pH de la solucion resultante es aproximadamente 6,7. En algunas
realizaciones, cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril se

combinan, el pH de la solucion resultante es aproximadamente 6,8. En algunas
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realizaciones,
combinan, el
realizaciones,
combinan, el
realizaciones,
combinan, el
realizaciones,
combinan, el
realizaciones,
combinan, el
realizaciones,
combinan, el

realizaciones,

cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
pH de la solucidon resultante es aproximadamente 6,9. En algunas
cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
pH de la solucidon resultante es aproximadamente 7,0. En algunas
cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
pH de la solucion resultante es aproximadamente 7,1. En algunas
cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
pH de la solucion resultante es aproximadamente 7,2. En algunas
cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
pH de la solucion resultante es aproximadamente 7,3. En algunas
cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
pH de la solucion resultante es aproximadamente 7,4. En algunas

cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se

combinan, el pH de la solucion resultante es aproximadamente 7,5.

En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, la concentracion de proteina de la solucion resultante es de
aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,2 mg/mL.

En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, la concentracion de proteina de la solucion resultante es aproximadamente
0,8 mg/mL. En algunas realizaciones, cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el
agua estéril se combinan, la concentracion de proteina de la solucion resultante es
aproximadamente 0,9 mg/mL. En algunas realizaciones, cuando la composicion
farmacéutica liofilizada y el agua estéril se combinan, la concentracién de proteina de la
solucion resultante es aproximadamente 1,0 mg/mL. En algunas realizaciones, cuando la
composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se combinan, la concentraciéon de
proteina de la solucion resultante es aproximadamente 1,1 mg/mL. En algunas
realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
combinan, la concentracién de proteina de la solucion resultante es aproximadamente 1,2
mg/mL.

En algunas realizaciones, cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, la concentracién de proteina de la solucion resultante es 0,8 mg/mL. En
algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
combinan, la concentracién de proteina de la solucion resultante es 0,9 mg/mL. En
algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se

combinan, la concentracién de proteina de la solucion resultante es 1,0 mg/mL. En
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algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
combinan, la concentracion de proteina de la solucion resultante es 1,1 mg/mL. En
algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril se
combinan, la concentracion de proteina de la solucién resultante es 1,2 mg/mL.

En algunas realizaciones, cuando la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, la turbidez de la solucién resultante es menor que aproximadamente 7
Unidades Nefelométricas de Turbidez.

En algunas realizaciones, cuando la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril
se combinan, se agrega menos de 3% de la proteina quimérica.

En el presente documento se divulga un método de almacenamiento de una composicién
farmacéutica, que comprende mantener una composicion farmacéutica divulgada en el
presente documento a una temperatura de aproximadamente -20°C a aproximadamente
-40°C durante al menos aproximadamente 1 a aproximadamente 36 meses. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica se almacena a una temperatura de
aproximadamente -20°C, aproximadamente -25°C, aproximadamente -30°C,
aproximadamente -35°C, o aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente
1 a aproximadamente 36 meses. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica
se almacena a una temperatura de aproximadamente -20°C, aproximadamente -25°C,
aproximadamente -30°C, aproximadamente -35°C, o aproximadamente -40°C durante al
menos aproximadamente 3, 6, 9, 12, 18, 21, 24, 27, 30, 33, o 36 meses. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica se almacena a una temperatura de
aproximadamente -30°C durante al menos aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9,11, 0
12 meses.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica ha sido almacenada a una
temperatura de aproximadamente -20°C a aproximadamente -40°C durante al menos
aproximadamente 1 a aproximadamente 36 meses. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica ha sido almacenada a una temperatura de aproximadamente
-20°C, aproximadamente -25°C, aproximadamente -30°C, aproximadamente -35°C, o
aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente 1 a aproximadamente 36
meses. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica ha sido almacenada a una
temperatura de aproximadamente -20°C, aproximadamente -25°C, aproximadamente
-30°C, aproximadamente -35°C, o aproximadamente -40°C durante al menos
aproximadamente 3, 6, 9, 12, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 0 36 meses. En algunas realizaciones,
la composicién farmacéutica ha sido almacenada a una temperatura de aproximadamente

-30°C durante al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 11, 0 12 meses.
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En algunas realizaciones, la composicion farmaceéutica es una composicion farmacéutica
liguida que ha sido congelada y después descongelada 2-5 veces. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica es una composicion farmaceéutica liquida que
ha sido congelada y después descongelada 2 veces. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica es una composicion farmacéutica liquida que ha sido
congelada y después descongelada 3 veces. En algunas realizaciones, la composicion
farmacéutica es una composicion farmacéutica liquida que ha sido congelada y después
descongelada 4 veces. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica es una
composicion farmacéutica liquida que ha sido congelada y después descongelada 5
veces.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende de aproximadamente
0,5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml de la proteina quimérica. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica comprende de aproximadamente 0,5 mg/ml a
aproximadamente 5 mg/ml de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende de aproximadamente 0,5 mg/ml a
aproximadamente 2 mg/ml de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 0,5 mg/ml de la proteina
quimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende
aproximadamente 1 mg/ml de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica comprende aproximadamente 1,5 mg/ml de la proteina
quimérica. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende

aproximadamente 2 mg/ml de la proteina quimérica.

V. Kits Farmacéuticos

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica se proporciona con un segundo
recipiente que comprende agua estéril. En el presente documento se divulgan kits
farmacéuticos que comprenden un primer recipiente que contiene la composicion
farmacéutica y un segundo recipiente que contiene agua estéril.

En el presente documento se divulga un kit farmacéutico que comprende:

(i) un primer recipiente que comprende una composicion farmacéutica liofilizada que comprende

(@)

una proteina quimérica que comprende una primera cadena polipeptidica que

comprende una proteina de Factor VIII (“FVIII”) o una porcién de la misma y una primera region

constante de inmunoglobulina (“I9g”) o una porcion de la misma, y una segunda cadena

polipeptidica que comprende una proteina de Factor de von Willebrand (“VWF”) y una segunda

region constante de Ig o una porcion de la misma;

(b)

de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 200 mg de sacarosa,
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[0289]

de aproximadamente 2,5 mg a aproximadamente 7,5 mg de histidina;

de aproximadamente 140 mg a aproximadamente 200 mg de arginina;

de aproximadamente 1,5 mg a aproximadamente 5 mg de cloruro de calcio; y

de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 10 mg de poloxdmero 188, y

un segundo recipiente que comprende agua estéril.
En algunas realizaciones, el primer recipiente comprende de 100 Ul a 10.000 Ul de la
proteina quimérica.
En algunas realizaciones, el primer recipiente comprende 250 Ul, 500 Ul, 1000 Ul, 2000
Ul, 3000 UI, o 4.000 Ul de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, el primer
recipiente comprende 250 Ul de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, el primer
recipiente comprende 500 Ul de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, el primer
recipiente comprende 1000 Ul de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, el
primer recipiente comprende 2000 Ul de la proteina quimérica. En algunas realizaciones,
el primer recipiente comprende 3000 Ul de la proteina quimérica. En algunas
realizaciones, el primer recipiente comprende 4.000 Ul de la proteina quimérica. En
algunas realizaciones, el primer recipiente comprende mas de aproximadamente 250 Ul
de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, el primer recipiente comprende mas
de aproximadamente 300 Ul de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, el primer
recipiente comprende mas de aproximadamente 500 Ul de la proteina quimérica. En
algunas realizaciones, el primer recipiente comprende al menos aproximadamente 500 Ul
de la proteina quimérica.
En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende de aproximadamente 2 mL a
aproximadamente 5 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente
comprende de 2 mL a 5 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo
recipiente comprende aproximadamente 3 mL de agua estéril. En algunas realizaciones,
el segundo recipiente comprende 3 mL de agua estéril.
En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 2 mL de
agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende
aproximadamente 2,1 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente
comprende aproximadamente 2,2 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el
segundo recipiente comprende aproximadamente 2,3 mL de agua estéril. En algunas
realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 2,4 mL de agua estéril.
En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 2,5 mL de
agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende

aproximadamente 2,6 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente
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comprende aproximadamente 2,7 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el
segundo recipiente comprende aproximadamente 2,8 mL de agua estéril. En algunas
realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 2,9 mL de agua estéril.
En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 3 mL de
agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende
aproximadamente 3,1 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente
comprende aproximadamente 3,2 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el
segundo recipiente comprende aproximadamente 3,3 mL de agua estéril. En algunas
realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 3,4 mL de agua estéril.
En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 3,5 mL de
agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende
aproximadamente 3,6 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente
comprende aproximadamente 3,7 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el
segundo recipiente comprende aproximadamente 3,8 mL de agua estéril. En algunas
realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 3,9 mL de agua estéril.
En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 4 mL de
agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende
aproximadamente 4,1 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente
comprende aproximadamente 4,2 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el
segundo recipiente comprende aproximadamente 4,3 mL de agua estéril. En algunas
realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 4,4 mL de agua estéril.
En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 4,5 mL de
agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende
aproximadamente 4,6 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el segundo recipiente
comprende aproximadamente 4,7 mL de agua estéril. En algunas realizaciones, el
segundo recipiente comprende aproximadamente 4,8 mL de agua estéril. En algunas
realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 4,9 mL de agua estéril.
En algunas realizaciones, el segundo recipiente comprende aproximadamente 5 mL de
agua estéril.

En algunas realizaciones, el kit farmacéutico comprende adicionalmente instrucciones
para combinar la composicion farmacéutica liofilizada y el agua estéril.

En algunas realizaciones, el primer recipiente es un vial de vidrio que comprende un tapon
de caucho.

En algunas realizaciones, el segundo recipiente es un cuerpo de jeringa. En algunas

realizaciones, el cuerpo de jeringa esta asociado con un émbolo. En algunas
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realizaciones, el kit farmacéutico comprende adicionalmente un adaptador para conectar
el vial de vidrio al cuerpo de jeringa. En algunas realizaciones, el kit farmacéutico
comprende adicionalmente tubos de infusién asociados con una aguja para su conexion
al cuerpo de jeringa, adecuados para infusion intravenosa. En algunas realizaciones, el
segundo recipiente es una jeringa precargada.

En el presente documento se divulga un método de almacenamiento de un kit
farmacéutico, que comprende mantener un kit farmacéutico divulgado en el presente
documento a una temperatura de aproximadamente -20°C a aproximadamente -40°C
durante al menos aproximadamente 1 a aproximadamente 36 meses. En algunas
realizaciones, el kit farmacéutico se almacena a una temperatura de aproximadamente
-20°C, aproximadamente -25°C, aproximadamente -30°C, aproximadamente -35°C, o
aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente 1 a aproximadamente 36
meses. En algunas realizaciones, el kit farmacéutico se almacena a una temperatura de
aproximadamente -20°C, aproximadamente -25°C, aproximadamente -30°C,
aproximadamente -35°C, o aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente
3,6,9,12,18, 21, 24, 27, 30, 33, 0 36 meses. En algunas realizaciones, el kit farmacéutico
se almacena a una temperatura de aproximadamente -30°C durante al menos
aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 11, 0 12 meses.

En algunas realizaciones, el kit farmacéutico ha sido almacenado a una temperatura de
aproximadamente -20°C a aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente
1 a aproximadamente 36 meses. En algunas realizaciones, el kit farmacéutico ha sido
almacenado a una temperatura de aproximadamente -20°C, aproximadamente -25°C,
aproximadamente -30°C, aproximadamente -35°C, o aproximadamente -40°C durante al
menos aproximadamente 1 a aproximadamente 36 meses. En algunas realizaciones, el
kit farmacéutico ha sido almacenado a una temperatura de aproximadamente -20°C,
aproximadamente -25°C, aproximadamente -30°C, aproximadamente -35°C, o
aproximadamente -40°C durante al menos aproximadamente 3, 6, 9, 12, 18, 21, 24, 27,
30, 33, 0 36 meses. En algunas realizaciones, el kit farmacéutico ha sido almacenado a
una temperatura de aproximadamente -30°C durante al menos aproximadamente 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 11, 0 12 meses.

VI. Métodos y Usos de la Composicion Farmacéutica

Asimismo, en el presente documento se divulga un uso de la composicion farmacéutica o
un método para tratar la hemofilia A en un sujeto que lo necesite, que comprende
administrar al sujeto una cantidad eficaz de la composicion farmacéutica de la divulgacion.

En algunas realizaciones, el tratamiento de la hemofilia A comprende prevenir un episodio
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de sangrado en un sujeto humano que lo necesite. En algunas realizaciones, el
tratamiento de la hemofilia A comprende tratar un episodio de sangrado en un sujeto
humano que lo necesite. En algunas realizaciones, el tratamiento de la hemofilia A
comprende controlar la incidencia o frecuencia de un episodio de sangrado en un sujeto
humano que lo necesite. En algunas realizaciones, el tratamiento de la hemofilia A
comprende disminuir la incidencia o frecuencia de un episodio de sangrado en un sujeto
humano que lo necesite.

En algunas realizaciones, la composicién se utiliza para tratar una enfermedad o afeccién
de sangrado en un sujeto que lo necesite. La enfermedad o afeccién de sangrado se
seleccionan del grupo que consiste en un trastorno de coagulacién de la sangre,
hemartrosis, sangrado muscular, sangrado oral, hemorragia, hemorragia en musculos,
hemorragia oral, traumatismo, traumatismo craneoencefalico, sangrado gastrointestinal,
hemorragia intracraneal, hemorragia intraabdominal, hemorragia intratoracica, fractura
Osea, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en el espacio retrofaringeo,
sangrado en el espacio retroperitoneal, sangrado en la vaina del iliopsoas y cualquiera de
sus combinaciones. En otras realizaciones mas, el sujeto estd programado para
someterse a una cirugia. En algunas realizaciones, el tratamiento es profilactico o a
demanda.

En algunas realizaciones, el uso del método comprende combinar la composicion
farmacéutica liofilizada y el agua estéril de un kit de la divulgacién, y administrar al sujeto
una cantidad eficaz de la combinacion resultante. En algunas realizaciones, el sujeto
combina la composicién farmacéutica liofilizada y el agua estéril del kit. En algunas
realizaciones, la combinacion es autoadministrada por el sujeto.

En algunas realizaciones, las dosis multiples comprenden al menos dos dosis, al menos
tres dosis, al menos cuatro dosis, al menos cinco dosis, al menos seis dosis, al menos
siete dosis, al menos ocho dosis, al menos nueve dosis, al menos diez dosis, al menos
once dosis, al menos doce dosis, al menos trece dosis, al menos catorce dosis, al menos
guince dosis, al menos dieciséis dosis, al menos diecisiete dosis, al menos dieciocho
dosis, al menos diecinueve dosis, al menos veinte dosis, o0 mas. En algunas realizaciones,
las dosis multiples se administran durante al menos aproximadamente 1 mes, al menos
aproximadamente 2 meses, al menos aproximadamente 3 meses, al menos
aproximadamente 4 meses, al menos aproximadamente 5 meses, al menos
aproximadamente 6 meses, al menos aproximadamente 12 meses, al menos
aproximadamente 18 meses, al menos aproximadamente 2 afos, al menos

aproximadamente 3 afios, al menos aproximadamente 4 afios, al menos
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aproximadamente 5 afios, al menos aproximadamente 10 afios, al menos
aproximadamente 15 afios, al menos aproximadamente 20 afios, o durante al menos
aproximadamente 25 afios.

Una proteina quimérica descrita en el presente documento se puede administrar mediante
cualquier medio conocido en la técnica. En algunas realizaciones, la proteina quimica se
administra mediante una via seleccionada del grupo que consiste en inyeccion
intravenosa, infusiébn intravenosa, administracion subcutanea, administracion
intramuscular, administracién oral, administracion nasal y administracion pulmonar. En
algunas realizaciones, la proteina quimica se administra por via intravenosa. En algunas
realizaciones, la proteina quimica se administra por via subcutanea.

Habiendo descrito ahora la presente divulgacion en detalle, la misma se entenderd mas
claramente con referencia a los siguientes ejemplos, que se incluyen aqui solo con fines
ilustrativos y no se pretenden que sean limitantes de la divulgacién. Todas las patentes,
publicaciones y articulos a los que se hace referencia en el presente documento se

incorporan expresa y especificamente en el presente documento como referencia.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Evaluacion de la agregacion de composiciones de efanesoctocog alfa
gue comprenden diferentes tensioactivos

Los experimentos descritos en este ejemplo evallan la estabilidad de efanesoctocog alfa
en composiciones farmacéuticas que comprenden un tensioactivo diferente (poloxamero
188) formulado con diferentes concentraciones de sacarosa. Ademas de sacarosa, cada
composicion también contenia L-histidina 10 mM, L-arginina-HCI 250 mM, CaCl, 5 mM, y
poloxdmero 188 al 0,1% (p/v) (poloxamero 188), a un pH de 6,8. Los atributos de
estabilidad de las composiciones de poloxamero 188 también se compararon con los
atributos de estabilidad de composiciones de PS80 idénticas para evaluar el efecto del
tensioactivo seleccionado.

Para analizar adicionalmente el impacto en la concentracion de sacarosa sobre
composiciones de efanesoctocog alfa que contenian poloxdmero 188, composiciones
farmacéuticas de efanesoctocog alfa con sacarosa al 0, 1, 2, y 5% p/v se sometieron a
diferentes condiciones de estabilidad y la estabilidad se evalué utilizando varios métodos.
Las composiciones se probaron en las siguientes fases de producto: sustancia
farmacologica (DS, que no habia sido liofilizada ni ajustada para ninguna fuerza particular
de Ul), estabilidad en almacenamiento en estado congelado, estabilidad en

congelacion/descongelacion (FT) de DS, estabilidad post-descongelacion de DS liquida,
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DS diluida y estabilidad del producto farmacolégico (DP), estabilidad de la liofilizacién de
DP, y DP post-reconstitucion.

La agregacion de composiciones de efanesoctocog alfa se midié6 mediante ensayo SEC
(%HMWS). El ensayo SEC utiliza un aparato de HPLC equipado con una bomba, un
muestreador automatico de temperatura controlada, un calentador de columna y un
detector de fluorescencia. Las soluciones de muestra se analizan utilizando los siguientes

pardmetros de instrumentacién y método:

= Fase Movil: Solucién Salina Tamponada con Fosfato de Dulbecco (D-PBS) que contiene

Calcio y Magnesio afiadiendo Cloruro de Sodio 0,36 M (Cloruro de Calcio 0,9 mM, Cloruro de

Magnesio 0,5 mM, Cloruro de Potasio 2,7 mM, Fosfato de Potasio Monobésico 1,5 mM,
Cloruro de Sodio 496 mM, Fosfato de Sodio Dibasico 8,1 mM, pH 7,0 £ 0,1)

= Calentador de columna: 26°C

= Tiempo de ejecucién: 40 minutos
= Detector FL: EX’Em = 280/350 nm, ganancia PMT =5

= Carga de masa de inyeccién: 2 ug

= Temperatura del inyector automatico: 5°C

= Caudal: 0,5 ml/min, isocratico

[0304]

[0305]

[0306]

Se prob6 la agregacién de composiciones de sustancia farmacoldgica (DS) de
efanesoctocog alfa (1 mg/mL) que contienen PS80 al 0,5% (p/v) o poloxamero 188 0,1%
(p/v) como tensioactivo y sacarosa al 1 % o 5% (p/v) en condiciones de temperatura
ambiente (RT)/luz ambiente (RL) o a 2-8°C. Los resultados de agregacién para
condiciones RT/RL a lo largo del tiempo (horas) se muestran en la FIG. 2. En condiciones
de RT/RL, la reduccion de sacarosa de 5% a 1% aumenta la agregacion 2 veces para las
composiciones que contienen cualquiera de los tensioactivos. En condiciones de RT/RL,
los aumentos en la tasa de agregacion fueron aproximadamente los mismos para ambas
composiciones de poloxamero 188 y PS80.

Los resultados de agregacion a 2-8°C a lo largo del tiempo (horas) se muestran en la FIG.
3. En condiciones de 2-8°C, la reduccion de sacarosa de 5% a 1% increment6 la
agregacion 2 veces en las composiciones de PS80, lo que fue similar a los resultados en
condiciones de RT/RL. Sin embargo, a 2-8°C, la reduccion de sacarosa de 5% a 1%
aumento la agregacion 10 veces para las composiciones de PS80. A 2-8°C, los aumentos
en la tasa de agregacion fueron menores en las composiciones de poloxamero 188 que
en las composiciones de PS80.

Se evalud la agregacion de composiciones liquidas de sustancia farmacolédgica (DS) de

efanesoctocog alfa a 4000 Ul y que contenian PS80 al 0,5% (p/v) o poloxamero 188 al
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0,1% (p/v) como tensioactivo en un ensayo de tiempo de retencion acumulativo. Las
composiciones liquidas de efanesoctocog alfa se mantuvieron a temperatura ambiente y
se probaron después de 0, 5, 7, 25, 43 y 55 horas. También se probaron muestras
después de la liofilizacion.

Los resultados del ensayo de tiempo de retencion acumulativo se muestran en la FIG. 4.
Las composiciones liquidas de sustancia farmacolégica (DS) de efanesoctocog alfa
seguidas de diluciones posteriores a 4000 Ul que comprendian sacarosa al 1% y PS80 al
0,05% mostraron el mayor aumento en la agregacion (véase la Figura 4, grafico de
cuadrados). Los resultados de este ensayo de tiempo de retencién acumulativo también
muestran que las composiciones que comprenden poloxdmero 188 pueden ser
moderadamente mas estables que las composiciones de PS80 en estado liquido a RT.
Se evalud la estabilidad de almacenamiento en estado congelado de composiciones de
efanesoctocog alfa DS a 1 mg/ml para composiciones que comprendian PS80 al 0,5 %
(p/v) o poloxdmero 188 al 0,1 % (p/v) como tensioactivo. Las composiciones que
contenian sacarosa al 0, 1, 2, 0 5% (p/v) se mantuvieron a temperaturas de congelacion
(-80°C o0 -30°C). Los puntos de tiempo medidos fueron precongelacion, inicio del
experimento (T0), un mes (T1M), 3 meses (T3M), y 6 meses (T6M).

Los resultados del ensayo de estabilidad de almacenamiento en estado congelado para
composiciones que comprendian PS80 0,5 % (p/v) se muestran en la FIG. 5. Los
resultados del ensayo de estabilidad de almacenamiento en estado congelado para
composiciones que comprendian poloxamero al 0,1% (p/v) 188 se muestran en la FIG. 6.
No se observo ninguna tendencia en la agregacion para ninguna de las composiciones
probadas a -80°C. Sin embargo, a -30°C, las composiciones que comprendian
tensioactivo PS80 maostraron un aumento en la agregacion (véase la FIG. 5). Este efecto
fue mas evidente a concentraciones de sacarosa mas bajas (véase, p. €j., la FIG. 5,
resultado de sacarosa al 0%). Por el contrario, las composiciones que comprendian
poloxdmero 188 no mostraron un aumento en la agregacion a -30°C (véase FIG. 6). Las
composiciones que comprendian poloxamero 188 mostraron niveles de agregacion
comparables tanto a -80°C como a -30°C. Por lo tanto, el uso de poloxamero 188 como
tensioactivo puede proporcionar una estabilidad mejorada de almacenamiento en estado
congelado para composiciones de efanesoctocog alfa, particularmente si las
composiciones se almacenan a -30°C.

La estabilidad de almacenamiento en estado congelado de composiciones de DS de
efanesoctocog alfa (1 mg/ml) que comprendian poloxamero 188 al 0,1% (p/v) se analiz6

adicionalmente mediante pruebas de particulas utilizando un contador de particulas

-87-



[0311]

[0312]

[0313]

[0314]

[0315]

liquidas de alta precision (HIAC). Las composiciones de DS que contenian poloxamero
188 al 0,1% (p/v) y sacarosa al 0, 1, 2, 0 5% (p/v) se mantuvieron a -80°C y se evaluaron
en los siguientes puntos de tiempo: precongelacion, inicio del experimento (T0), un mes
(T1M), 3 meses (T3M), y 6 meses (T6M). Los resultados para particulas 210 ym se
muestran en la FIG. 7A. Los resultados para particulas 225 ym se muestran en la FIG.
7B. Las particulas 210 ym son menos de 6000 particulas y las particulas =25 um son
menos de 600 particulas, y dentro del limite de <USP 787>. No se observd ninguna
tendencia significativa en las particulas durante el almacenamiento.

La agregacion de composiciones de producto farmacologico liofilizado de efanesoctocog
alfa (Lyo DP) a 250 Ul o0 4000 Ul y que contenia poloxamero 188 al 0,1% (p/v) se probd
a 5°C, 30°C, y 40°C. Se probaron las composiciones de Lyo DP que contenian sacarosa
al 1% y 5% p/v. Las muestras se probaron a TO, 1 mes, 2 meses, 3 meses y 6 meses.
Los resultados de las composiciones de Lyo DP con 250 Ul se muestran en la FIG. 8A
(5°C), FIG. 8B (30°C), y FIG. 8°C (40°C). Para las composiciones de 250 Ul, generalmente
se demostré una mayor agregacion en las composiciones de poloxamero 188 que en las
composiciones de PS80 (datos no mostrados). Las composiciones de 250 Ul que
comprendian poloxamero 188 al 0.1% (p/v) y sacarosa al 1% demostraron aumentos
significativos en la agregacion a todas las temperaturas.

Los resultados de las composiciones de Lyo DP a 4000 Ul se muestran en la FIG. 9A
(5°C), FIG. 9B (30°C), y FIG. 9°C (40°C). Para ninguna de las composiciones de 4000 Ul
gue comprendian poloxamero 188 al 0,1% (p/v), se observaron tendencias de agregacion
a ninguna temperatura para ambas concentraciones de sacarosa. Este resultado es
compatible con los resultados de las composiciones de Lyo DP a 4000 Ul que
comprendian PS80 al 0,5 % (p/v), que tampoco demostraron tendencias de agregacion
notables basadas en la concentracién de sacarosa o la temperatura (datos no mostrados).
También se analizé la agregacion de composiciones de efanesoctocog alfa después del
estrés por congelacién/descongelaciéon (F/T) para cada tensioactivo. Las composiciones
de DS de efanesoctocog alfa a 1 mg/mL y que comprendian PS80 al 0,5 % (p/v) o
poloxdmero 188 al 0,1% (p/v) como tensioactivo y sacarosa al 0, 1, 2, o0 5% (p/v) se
sometieron a estrés por F/T a -80°C o -30°C durante 5 ciclos (5X) (no menos de 24hr,
descongelacion a temperatura ambiente). Las muestras fueron probadas antes de la
congelacion (Pre Congelacion) y después de 5 ciclos de F/T.

Los resultados de las composiciones que comprendian PS80 al 0,5 % (p/v) se muestran
en la FIG. 10. Los resultados de las composiciones que comprendian poloxamero 188 al

0,1% (p/v) se muestran en la FIG. 11. Las composiciones de DS que comprendian PS80
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al 0,5 % (p/v) mostraron un aumento moderado en la agregacion después de 5 ciclos de
F/T a-80 °C (véase la FIG. 10). Sin embargo, las composiciones de DS que comprendian
poloxadmero 188 al 0,1% (p/v) no mostraron cambios en la agregacion después de 5 ciclos
de F/T a -80°C (véase FIG. 11). Las composiciones que comprendian cualquiera de los
tensioactivos mostraron aumentos en la agregacion después de 5 ciclos de F/T a -30°C.
Sin embargo, el aumento en la agregacion fue significativamente mayor en las
composiciones de DS gue comprendian PS80 al 0,5 % (p/v) que en las compaosiciones
gue comprendian poloxamero 188 al 0,1% (p/v) (comparense la FIG. 10y la FIG. 11). Por
lo tanto, parece que el poloxdmero 188 al 0,1% (p/v) como tensioactivo en composiciones
de efanesoctocog alfa puede proporcionar una estabilidad F/T ligeramente mejorada a -
80°C y una estabilidad F/T significativamente mejorada a -30°C con respecto a PS80 al
0,5% (p/v) como tensioactivo.

En la Tabla 1 se proporciona un resumen de los resultados de la prueba de agregacién

para composiciones de efanesoctocog alfa que comprendian poloxamero 188 al 0,1%
(p/v).

Tabla 1: Resumen del andlisis de agregacion (Y%oHMWS) para formulaciones de poloxamero 188
al 0,1% (p/v).

Conc.de | Almacenamiento | % Tasa % Tasa BDP % Lyo DP (A6M) Lyo DP (A6M)
Sacarosa, | en estado DS Liquido/h Cum./h | (4000 I1U) (250 1U)
% congelado, % Liquida/h | (4000 IU) (4000
(-80°C) (1 )
(1 mg/mL) mg/mL)
A6M ASXFT RT 5°C RT 5°C/RT | 5°C | 30°C | 40°C | 5°C | 30°C 40°C
5 0,5 0.2 0,00 0,00 0,05 0,02 0.2 0,0 0,0 1,2 0,8 -0.3
2 0,7 1.3 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
1 0.3 1.3 0,08 0,03 | 0,04 0,03 0.2 0.3 - - - 3,34
0,1 0.2 0,1
0 0,7 0.4 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

ND = No Determinado

[0317]

En general, estos estudios de agregaciéon sugieren que las composiciones de
efanesoctocog alfa pueden tener una estabilidad mejorada cuando se formulan con
poloxamero 188 al 0,1% (p/v) en lugar de PS80 al 0,5% (p/v). Las composiciones de
poloxamero 188 mostraron una mejora significativa con respecto a las composiciones de
PS80 en los ensayos de Estabilidad de Almacenamiento en F/T y en estado congelado a
-30°C a todas las concentraciones de sacarosa. En consecuencia, el poloxdmero 188

puede ser preferible al PS80 para cualquier composicion de efanesoctocog alfa que deba
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almacenarse a -30°C. Las composiciones liquidas de DS y BDP de efanesoctocog alfa
también mostraron una estabilidad mejorada con las composiciones de poloxdmero 188
sobre las composiciones de PS80. Para las composiciones de DP liofilizado de
efanesoctocog alfa, las composiciones de poloxamero 188 a 4000 Ul mostraron una
estabilidad favorable durante 6 meses a 40°C. Sin embargo, el producto farmacolégico
liofilizado de PS80 mostré una estabilidad significativamente mayor a 250 Ul en

comparacion con poloxamero 188.

Ejemplo 2: Evaluacion de atributos de estabilidad adicionales para composiciones
de efanesoctocog alfa que comprenden diferentes tensioactivos

Ademas de la agregacion, se evaluaron otras medidas de estabilidad de composiciones
de efanesoctocog alfa que comprendian diferentes tensioactivos.

La concentracion de tensioactivo en composiciones de efanesoctocog alfa después del
estrés por F/T se analiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Las
composiciones de DS de efanesoctocog alfa a 1 mg/mL y que comprendian PS80 al 0,5%
(p/v) o poloxamero 188 al 0,1% (p/v) como tensioactivo y sacarosa al 0, 1, 2, 0 5% (p/v)
se sometieron a estrés por F/T durante 5 ciclos de F/T a -80°C o -30°C (no menos de 24
horas, descongelacion a temperatura ambiente). Las muestras se probaron antes de la
congelacion (Pre Congelacion) y después de 1, 3, o 5 ciclos de F/T. Los resultados de las
composiciones de DS que contenian PS80 al 0,5% (p/v) y sacarosa al 0, 1, 2, 0 5% (p/v)
se muestran en la FIG. 12A. Los resultados de las composiciones de DS que contenian
poloxamero 188 al 0,1% (p/v) y sacarosa al 0, 1, 2, 0 5% (p/v) se muestran en la FIG. 12B.
No se observé ninglin cambio en la concentracién de tensioactivo durante todos los ciclos
de F/T, para cualquier concentracion de tensioactivo o de sacarosa.

También se analizé el cambio en el pH de las composiciones de efanesoctocog alfa
después del estrés por F/T. Las composiciones de DS de efanesoctocog alfa a 1 mg/mL
y que comprendian PS80 al 0,5% (p/v) o poloxamero 188 al 0,1% (p/v) como tensioactivo
y sacarosa al 0, 1, 2, 0 5% (p/v) se sometieron a estrés por F/T durante 5 ciclos de F/T a
-80°C 0 -30°C (no menos de 24 horas, descongelacion a temperatura ambiente). Las
muestras se probaron antes de la congelacion (Pre Congelacion) y después de 1, 3,05
ciclos de F/T. Los resultados del analisis de pH se muestran en la FIG. 13. No se
observaron tendencias o cambios de pH significativos para ninguna composicion probada.
Se probo la turbidez de composiciones que comprendian DS de efanesoctocog alfa a 1
mg/mL y poloxamero 188. Se probaron composiciones que comprendian sacarosa al 1%
0 5%, y los resultados se compararon con los resultados de turbidez de DS de

efanesoctocog alfa a 1 mg/ml de composiciones que comprendian PS80. No se
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observaron tendencias o cambios en la turbidez para ninguna de las composiciones de
poloxamero 188 probadas (datos no mostrados).

Se midié la temperatura de transicién vitrea (Tg) para composiciones del producto
farmacologico liofilizado de efanesoctocog alfa (Lyo DP) a 250 Ul o 4000 Ul y que
contenian poloxadmero 188 al 0,1% (p/v) como tensioactivo y sacarosa al 0, 1, 2, o 5%
(p/v). La Tg se midié mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) modulada, segln
las siguientes etapas: (i) equilibrado a 15°C, (ii) modulacién a 1°C cada 60 segundos, (iii)
isotermia durante 5 minutos; y (iv) aumento de 3°C/min hasta 130°C. También se midio
el contenido de humedad residual (%) para todas las muestras. Los resultados de Tg y
contenido de humedad residual para Lyo DP 250 Ul a TO se muestran en la FIG. 14. Los
resultados del contenido de humedad residual de Tg y para DP Lyo de 4000 Ul en TO se
muestran en la FIG. 15.

Se determiné la Tg para composiciones del producto farmacoldgico liofilizado (Lyo DP)
de efanesoctocog alfa a 4000 Ul o 250 Ul y que contenian poloxamero 188 al 0,1% (p/v)
como tensioactivo y sacarosa al 5% o 1% (p/v). Las muestras se mantuvieron a 5°C, 30°C,
0 40°C y se probaron a TO, 1 mes, 2 meses, 3 meses, y 6 meses. Los resultados se
muestran en la FIG. 16A (5°C), FIG. 16B (30°C), y FIG. 16°C (40°C).

La temperatura de transicion vitrea (Tg) también se determind para composiciones de
producto farmacolégico liquido a granel (BDP) de efanesoctocog alfa a 250 Ul o 4000 Ul
y que contenian PS80 al 0,5 % (p/v) o poloxamero 188 al 0,1 % (p/v) como tensioactivo y
sacarosa al 0, 1, 2, 0 5% (p/v). Los resultados de Tg para ambos tensioactivos a todas las
fuerzas y concentraciones de sacarosa se muestran en la FIG. 17.

Para ambas composiciones de 250 Ul o 4000 Ul que comprendian cualquiera de los
tensioactivos, generalmente se observd que la Tg se correlaciona con la concentracion
de sacarosa, mostrando la mayor concentracion de sacarosa una Tg mas baja. No se
observaron diferencias significativas en la Tg segun el tipo de tensioactivo ni para la
concentracion de 250 Ul ni para la de 4000 ULI.

Se determind el contenido de humedad residual para composiciones del producto
farmacoldgico liofilizado (Lyo DP) de efanesoctocog alfa a 250 Ul o 4000 Ul y que
contenian poloxamero 188 al 0,1% (p/v) como tensioactivo y sacarosa al 1% o0 5% (p/v).
Las muestras se mantuvieron a 5°C, 30°C, o0 40°C y se probaron a TO, 1 mes, 2 meses,
3 meses, y 6 meses. Los resultados se muestran en la FIG. 18A (5°C), FIG. 18B (30°C),
y FIG. 18°C (40°C). No se observaron cambios significativos en el contenido de humedad

residual para ninguna de las composiciones de poloxamero 188 a ninguna temperatura.
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[0328]

[0329]

[0330]

[0331]

Todos los valores de humedad residual cayeron por debajo de la especificacién de 3%
después de 6 meses.

Tras la inspeccion visual, la concentracion de sacarosa no tuvo efecto sobre la apariencia
de la torta de la formulacion de poloxdmero 188 durante 6 meses a 2-8°C, 30°C y 40°C
(datos no mostrados).

Los resultados de este estudio muestran que, excepto por la agregacion, las
composiciones de efanesoctocog alfa formuladas con PS80 al 0,5% (p/v) o poloxdmero
188 al 0,1% (p/v) tienen atributos de estabilidad similares. La evaluacion de otros atributos
de estabilidad tales como la temperatura de transicion vitrea, la turbidez y la humedad

residual no mostraron diferencias significativas segun la eleccién del tensioactivo.

Ejemplo 3: Efecto de la concentracion de arginina sobre la estabilidad de
composiciones de efanesoctocog alfa

Efanesoctocog alfa ha demostrado una tendencia a sufrir una autoasociacion reversible
después del estrés por congelacion/descongelacion (F/T). El uso de arginina en
composiciones de efanesoctocog alfa puede proporcionar un efecto protector contra esta
autoasociacion molecular inducida por F/T. Para determinar la concentracion 6ptima de
arginina para las composiciones de efanesoctocog alfa, se prepararon varias
composiciones que comprendian diversas concentraciones de arginina y se probaron los
niveles de agregacibn mediante SEC. Cada composicibn probada comprendia
efanesoctocog alfa concentrado (>2 mg/mL), L-histidina 10 mM, CaCl, 5 mM, sacarosa al
5% (p/v), poloxamero 188 (P188) al 0,1% (p/v), y L-arginina-HCI a concentracion de 125,
150, 175, 200, o 250 mM.

Para preparar las composiciones para la prueba, se liofilizaron composiciones de
efanesoctocog alfa utilizando el liofilizador de escala de desarrollo LyoStar2 (Protein
Pharmaceutical Development Laboratories, Cambridge, MA). Para probar cada muestra,
las composiciones se descongelaron y se inyectaron inmediatamente en el HPLC para el
analisis SEC. Las muestras se analizaron inmediatamente después de la descongelacion,
y después de 40, 80, 120 y 160 minutos después de la descongelacion.

Los resultados de las evaluaciones de agregacion (%HMWS) para todas las muestras se
muestran en la FIG. 19. Las composiciones de efanesoctocog alfa que comprendian
niveles de arginina HCI por debajo de 250 mM demostraron aumentos de los niveles de
agregacion inmediatamente después de la descongelacion, seguido de una disminucion
en los niveles de agregacion a lo largo del tiempo (FIG. 18). Esta tendencia de agregacion
sugiere la formacién y disociacién de HMWS que se formaron debido a la autoasociacion

molecular inducida por F/T de efanesoctocog alfa. Sin embargo, las composiciones de
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[0335]

[0336]

[0337]

[0338]

[0339]

efanesoctocog alfa que comprendian concentraciones de arginina HCI 250 mM
demuestran niveles de agregacion relativamente bajos inmediatamente después de la
descongelacion, y estos niveles permanecen constantes a lo largo del tiempo (véase la
FIG. 18, columnas del extremo derecho).

Los resultados de este estudio indican que las composiciones de efanesoctocog alfa con
concentraciones de arginina HCI 250 mM pueden protegerse mejor de la autoasociacion
molecular inducida por F/T. Por lo tanto, 250 mM parece ser la concentracion preferida de

arginina HCI para su uso en la formulacion de composiciones de efanesoctocog alfa.

Ejemplo 4: Evaluacién de la farmacocinética de composiciones de efanesoctocog
alfa que comprenden diferentes tensioactivos en primates no humanos

El objetivo de este estudio fue comparar el perfil farmacocinético (PK) de composiciones
de efanesoctocog alfa que comprendian polisorbato 80 (PS80) o poloxamero 188 (P188)
en monos cinomolgos.

Se probaron los siguientes dos vehiculos:

Vehiculo 1: L-Histidina 10 mM, Arginina-HCI 250 mM, Cloruro de Calcio 5 mM, Sacarosa
al 5% pl/v, Polisorbato 80 al 0,05 %.

Vehiculo 2: L-Histidina 10 mM, Arginina-HCI 250 mM, Cloruro de Calcio 5 mM, Sacarosa
al 5% plv, Poloxdmero 188 al 0,1%.

Al primer grupo de sujetos se le administré una Unica inyeccién en bolo intravenoso (1V)
de 75 Ul/kg/dosis de efanesoctocog alfa en el Vehiculo 1. Al segundo grupo de sujetos se
le administr6 una (nica inyeccién en bolo intravenoso (IV) de 75 Ul/kg/dosis de
efanesoctocog alfa en el Vehiculo 2. Ambas composiciones incluian efanesoctocog alfa a
una concentracion de 37,5 Ul/mL. Se administr6 un volumen de 2 ml a cada sujeto. Se
recolectaron muestras de sangre para analisis PK en la Predosis, 0,25, 1, 3, 8, 24, 48, 96,
168, 240 y 336 horas.

Para las formulaciones de dosis, las concentraciones de las muestras de formulacién
analizadas fueron 88,6% y 92,0% de su respectiva concentracion tedrica, para los grupos
1 y 2, respectivamente. La actividad cromogénica de las muestras de formulacion
analizadas (después de repetidos analisis) estuvieron en un rango inferior y fueron 70,5%
y 64,9% de su respectiva concentracion tedrica, para los grupos 1y 2, respectivamente.
La concentracion de proteina efanesoctocog alfa se determiné mediante ELISA. La
concentracion de proteina efanesoctocog alfa a lo largo del tiempo se muestra en la FIG.
20. La actividad de proteina efanesoctocog alfa se determind mediante el ensayo

cromogénico. La actividad de efanesoctocog alfa a lo largo del tiempo se muestra en la
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[0341]

[0342]
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FIG. 21. Ambos perfiles de concentracion y actividad de proteina fueron comparables para
composiciones que comprendian PS80 o P188.

Los pardmetros PK para la concentracion y actividad de proteina efanesoctocog alfa se
determinaron y se presentan en la Tabla 2. Los valores se presentan como media (+DT)
y se generaron a partir de 4 animales para cada grupo. Como se puede observar en la
Tabla 2, los parametros PK fueron comparables para las composiciones que comprendian
PS80 o P188.

Los parametros de concentracion y actividad de proteina efanesoctocog alfa se
compararon directamente entre sujetos que recibieron composiciones con P188 o PS80.
Para la concentracion de proteina, se determiné que la razén Cnax y la razén AUC o) eran
91,8% y 89,8%, respectivamente. Para la actividad cromogénica, se determiné que la
razon Cmax Y la razon AUC 0.y eran 106% y 105%, respectivamente.

Se observé la Tmax €n el primer momento después de la dosificacién (es decir, 0,25 horas
después de la dosis) para efanesoctocog alfa y la actividad de efanesoctocog alfa. La Cmax
media fue de 841y 772 ng/mL para la concentracion de efanesoctocog alfay 2110y 2230
muUI/mL para la actividad de efanesoctocog alfa, con el Vehiculo 1y 2, respectivamente.
El AUC oy media fue de 25400 y 22800 hr*ng/mL para la concentracion de efanesoctocog
alfa 'y 59600 y 62800 hrrmUI/mL para la actividad de efanesoctocog alfa, con el Vehiculo
1y 2, respectivamente. El ti» medio fue de 36,1 y 35,8 horas para la concentracion de
efanesoctocog alfa y 34,4 y 35,3 horas para la actividad de efanesoctocog alfa, con el
vehiculo 1y 2, respectivamente. El CLpasma medio fue de 1,33 y 1,44 mL/hr/kg para la
concentracion de efanesoctocog alfa y 1,29 y 1,20 mlL/hr/kg para la actividad de
efanesoctocog alfa, con el vehiculo 1 y 2, respectivamente. El Vd medio fue de 69,0 y
74,4 mL/kg para la concentracion de efanesoctocog alfa y 63,8 y 61,4 mL/kg para la
actividad de BIVV001, con el vehiculo 1y 2, respectivamente.

En conclusion, los parametros PK de las composiciones de efanesoctocog alfa fueron
relativamente similares independientemente de la seleccién del vehiculo entre PS80 y
P188. No se observaron signos clinicos relacionados con el elemento de prueba ni se
observé irritacion en el lugar de la inyeccién después de la administraciéon a los sujetos.
Todos los parametros toxicocinéticos para cada grupo se generaron a partir de 4

animales. Los valores se redondean a 3 cifras significativas (excepto Tmax).
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Tabla 2. Parametros PK para composiciones de efanesoctocog alfa en monos cinomolgos.

Analito Vehiculo Cmax Tmax AUC(O-() ta2 CLpIasma vd
(ng/mL) Mediana (hr*ng/mL) (hr) (mL/hr/kg) (mL/kg)
(rango) (hr)
Concentraciéon 841 + 119 0,25 25400 36,1 1,33 69,0
de Efa (0,25 - 0,25) + 4940 + 3,53 + 0,300 + 14,2
772 +101 0,25 22800 35,8 1,44 74,4
(0,25 - 0,25) + 2200 + 5,50 + 0,133 +15/4
Analito Vehiculo Chmax Tmax AUC0-) tae CLplasma vd

(mUl/mL) Mediana (hr*mUl/mL) (hr) (mL/hr/kg) (mL/kg)
(rango) (hr)

Actividad de PS80 | 2110 + 382 0,25 59600 34,4 1,29 63,8
Efa (0,25-0,25) |+ 14300 +3,05 +0,276 +11,7
P188 2230 + 342 0,25 62800 35,3 1,20 61,4
(0,25 — 0,25) + 8640 +5,96 +0,153 +16,2
[0344] La descripcion anterior de las realizaciones especificas revelara tan completamente la

[0345]

[0346]

naturaleza general de la divulgacion que otros pueden, aplicando el conocimiento dentro
de la capacidad de la técnica, modificar y/o adaptar facilmente para diversas aplicaciones
tales realizaciones especificas, sin experimentacion indebida, sin apartarse del concepto
general de la presente divulgaciéon. Por lo tanto, se pretende que tales adaptaciones y
modificaciones estén dentro del significado y rango de equivalentes de las realizaciones
divulgadas, segun las ensefianzas y directrices presentadas en el presente documento.
Se debe entender que la fraseologia o terminologia del presente documento tienen fines
de descripcion y no de limitacion, de modo que la terminologia o fraseologia de la presente
memoria descriptiva deben ser interpretadas por el experto a la luz de las ensefianzas y
directrices.

Otras realizaciones de la divulgacién seran evidentes para los expertos en la técnica a
partir de la consideracién de la memoria descriptiva y practica de la divulgacion divulgadas
en el presente documento. Se pretende que la memoria descriptiva y los ejemplos sean
considerados Unicamente a modo de ejemplo, siendo el verdadero alcance y espiritu de
la divulgacion el indicado por las siguientes reivindicaciones.

Todas las patentes y publicaciones citadas en el presente documento se incorporan en el

presente documento como referencia en su totalidad.
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SECUENCIAS

Tabla 3: Secuencias de proteinas quiméricas ilustrativas

A-FVIII(ELNN)-Fc: SEQ ID NO: 1

ATRRYYLGAV ELSWDYMQSD LGELPVDARFE PPRVPKSFPEF NTSVVYKKTL EVEFTDHLEN 60
TAKPRPPWMG LLGPTIQAEV YDTVVITLKN MASHPVSLHA VGVSYWKASE GAEYDDQTSQ 120
REKEDDKVEP GGSHTYVWQV LKENGPMASD PLCLTYSYLS HVDLVKDLNS GLIGALLVCR 180
EGSLAKEKTQ TLHKFILLFA VEFDEGKSWHS ETKNSLMQDR DAASARAWPK MHTVNGYVNR 240
SLPGLIGCHR KSVYWHVIGM GTTPEVHSIF LEGHTFLVRN HRQASLEISP ITFLTAQTLL 300
MDLGQFLLFC HISSHQHDGM EAYVKVDSCP EEPQLRMKNN EEAEDYDDDL TDSEMDVVREF 360
DDDNSPSFIQ IRSVAKKHPK TWVHYIAAEE EDWDYAPLVL APDDRSYKSQ YLNNGPQRIG 420
RKYKKVRFMA YTDETFKTRE AIQHESGILG PLLYGEVGDT LLIIFKNQAS RPYNIYPHGI 480
TDVRPLYSRR LPKGVKHLKD FPILPGEIFK YKWTVTVEDG PTKSDPRCLT RYYSSFVNME 540
RDLASGLIGP LLICYKESVD QRGNQIMSDK RNVILFSVEFD ENRSWYLTEN IQRFLPNPAG 600
VQLEDPEFQA SNIMHSINGY VEFDSLQLSVC LHEVAYWYIL SIGAQTDFLS VFFSGYTFKH 660
KMVYEDTLTL FPFSGETVEM SMENPGLWIL GCHNSDFRNR GMTALLKVSS CDKNTGDYYE 720
DSYEDISAYL LSKNNATIEPR SFSQNGTSES ATPESGPGSE PATSGSETPG TSESATPESG 780
PGSEPATSGS ETPGTSESAT PESGPGTSTE PSEGSAPGSP AGSPTSTEEG TSESATPESG 840
PGSEPATSGS ETPGTSESAT PESGPGSPAG SPTSTEEGSP AGSPTSTEEG TSTEPSEGSA 900
PGTSESATPE SGPGTSESAT PESGPGTSES ATPESGPGSE PATSGSETPG SEPATSGSET 960
PGSPAGSPTS TEEGTSTEPS EGSAPGTSTE PSEGSAPGSE PATSGSETPG TSESATPESG 1020
PGTSTEPSEG SAPASSEITR TTLQSDQEEI DYDDTISVEM KKEDEFDIYDE DENQSPRSFQ 1080
KKTRHYFIAA VERLWDYGMS SSPHVLRNRA QSGSVPQFKK VVFQEFTDGS FTQPLYRGEL 1140
NEHLGLLGPY IRAEVEDNIM VTFRNQASRP YSEFYSSLISY EEDQRQGAEP RKNFVKPNET 1200
KTYFWKVQHH MAPTKDEFDC KAWAYEFSDVD LEKDVHSGLI GPLLVCHTNT LNPAHGRQVT 1260
VQEFALFFTI FDETKSWYFT ENMERNCRAP CNIQMEDPTE KENYRFHAIN GYIMDTLPGL 1320
VMAQDQRIRW YLLSMGSNEN IHSTIHFSGHV FTVRKKEEYK MALYNLYPGV FETVEMLPSK 1380
AGIWRVECLI GEHLHAGMST LFLVYSNKCQ TPLGMASGHI RDFQITASGQ YGQWAPKLAR 1440
LHYSGSINAW STKEPFSWIK VDLLAPMITIH GIKTQGARQK FSSLYISQFI IMYSLDGKKW 1500
QTYRGNSTGT LMVFFGNVDS SGIKHNIFNP PIIARYIRLH PTHYSIRSTL RMELMGCDLN 1560
SCSMPLGMES KAISDAQITA SSYFTNMFAT WSPSKARLHL QGRSNAWRPQ VNNPKEWLQV 1620
DFQKTMKVTG VTTQGVKSLL TSMYVKEFLI SSSQDGHQWT LEFFQONGKVKV FQGNQDSETP 1680
VVNSLDPPLL TRYLRIHPQS WVHQIALRME VLGCEAQDLY DKTHTCPPCP APELLGGPSV 1740
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKENWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY 1800
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSRDELTK 1860
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG 1920
NVEFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPG

VWF(D'D3)-ELNN-Conector a2-Fc: SEQ ID NO: 2

SLSCRPPMVK LVCPADNLRA EGLECTKTCQ NYDLECMSMG CVSGCLCPPG MVRHENRCVA 60
LERCPCFHQG KEYAPGETVK IGCNTCVCRD RKWNCTDHVC DATCSTIGMA HYLTEFDGLKY 120
LEFPGECQYVL VQDYCGSNPG TFRILVGNKG CSHPSVKCKK RVTILVEGGE IELEFDGEVNV 180
KRPMKDETHF EVVESGRYITI LLLGKALSVV WDRHLSISVV LKQTYQEKVC GLCGNFDGIQ 240
NNDLTSSNLQ VEEDPVDEFGN SWKVSSQCAD TRKVPLDSSP ATCHNNIMKQ TMVDSSCRIL 300
TSDVFQDCNK LVDPEPYLDV CIYDTCSCES IGDCAAFCDT IAAYAHVCAQ HGKVVTWRTA 360
TLCPQSCEER NLRENGYEAE WRYNSCAPAC QVTCQHPEPL ACPVQCVEGC HAHCPPGKIL 420
DELLQTCVDP EDCPVCEVAG RRFASGKKVT LNPSDPEHCQ ICHCDVVNLT CEACQEPGTS 480
ESATPESGPG SEPATSGSET PGTSESATPE SGPGSEPATS GSETPGTSES ATPESGPGTS 540
TEPSEGSAPG SPAGSPTSTE EGTSESATPE SGPGSEPATS GSETPGTSES ATPESGPGSP 600
AGSPTSTEEG SPAGSPTSTE EGASSDKNTG DYYEDSYEDI SAYLLSKNNA IEPRSEFSDKT 660
HTCPPCPAPE LLGGPSVFLF PPKPKDTLMI SRTPEVTCVV VDVSHEDPEV KENWYVDGVE 720
VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP 780
REPQVYTLPP SRDELTKNQV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS 840
FFLYSKLTVD KSRWQQGNVEF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPG 883

NO: 3

Secuencia de aminoé&cidos de proteina de FVIII (312A) —incluye péptido sefial: SEQ ID

1

MOIELSTCFF LCLLRFCEFSA TRRYYLGAVE LSWDYMQSDL GELPVDAREFEP
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951

PRVPKSFPEN
DTVVITLKNM
GSHTYVWQVL
GSLAKEKTQT
HTVNGYVNRS
ROASLEISPI
EPQLRMKNNE
WVHYIAAEEE
TDETFKTREA
DVRPLYSRRL
YYSSEFVNMER
NRSWYLTENI
HEVAYWYILS
MENPGLWILG
SKNNAIEPRS
GSEPATSGSE
SESATPESGP
GSPTSTEEGT
TPESGPGSEP
GSAPGTSTEP
APASSEITRT
KTRHYFIAAV
TOQPLYRGELN
EDQRQGAEPR
EKDVHSGLIG
NMERNCRAPC
LLSMGSNENTI
GIWRVECLIG
GOWAPKLARL
SSLYISQFII
ITARYIRLHP
SYFTNMFATW
TTQGVKSLLT
VNSLDPPLLT
PELLGGPSVEFE
VEVHNAKTKP
IEKTISKAKG
ESNGQPENNY
LHNHYTQKSL

TSVVYKKTLF
ASHPVSLHAV
KENGPMASDP
LHKFILLFAV
LPGLIGCHRK
TFLTAQTLLM
EAEDYDDDLT
DWDYAPLVLA
IQHESGILGP
PKGVKHLKDF
DLASGLIGPL
QRFLPNPAGV
IGAQTDFLSV
CHNSDFRNRG
FSONGTSESA
TPGTSESATP
GSEPATSGSE
STEPSEGSAP
ATSGSETPGS
SEGSAPGSEP
TLOSDQEEID
ERLWDYGMSS
EHLGLLGPYI
KNEVKPNETK
PLLVCHTNTL
NIQMEDPTFK
HSIHFSGHVF
EHLHAGMSTL
HYSGSINAWS
MYSLDGKKWQ
THYSIRSTLR
SPSKARLHLQ
SMYVKEFLIS
RYLRIHPQSW
LFPPKPKDTL
REEQYNSTYR
QPREPQVYTL
KTTPPVLDSD
SLSPG*

VEFTDHLENI
GVSYWKASEG
LCLTYSYLSH
FDEGKSWHSE
SVYWHVIGMG
DLGQFLLECH
DSEMDVVRFED
PDDRSYKSQY
LLYGEVGDTL
PILPGEIFKY
LICYKESVDQ
QLEDPEFQAS
FESGYTFKHK
MTALLKVSSC
TPESGPGSEP
ESGPGTSTEP
TPGTSESATP
GTSESATPES
EPATSGSETP
ATSGSETPGT
YDDTISVEMK
SPHVLRNRAQ
RAEVEDNIMV
TYFWKVQHHM
NPAHGRQVTV
ENYRFHAING
TVRKKEEYKM
FLVYSNKCQT
TKEPEFSWIKV
TYRGNSTGTL
MELMGCDLNS
GRSNAWRPQV
SSODGHQWTL
VHQIALRMEV
MISRTPEVTC
VVSVLTVLHQ
PPSRDELTKN
GSFFLYSKLT

AKPRPPWMGL
AEYDDQTSOQR
VDLVKDLNSG
TKNSLMQDRD
TTPEVHSIFL
ISSHQHDGME
DDNSPSFIQI
LNNGPQRIGR
LITFKNQASR
KWTVTVEDGP
RGNQIMSDKR
NIMHSINGYV
MVYEDTLTLF
DKNTGDYYED
ATSGSETPGT
SEGSAPGSPA
ESGPGSPAGS
GPGTSESATP
GSPAGSPTST
SESATPESGP
KEDFDIYDED
SGSVPQFKKV
TEFRNQASRPY
APTKDEFDCK
QEFALFFTIF
YIMDTLPGLV
ALYNLYPGVF
PLGMASGHIR
DLLAPMITIHG
MVFEFEFGNVDSS
CSMPLGMESK
NNPKEWLQVD
FEFONGKVKVE
LGCEAQDLYD
VVVDVSHEDP
DWLNGKEYKC
QVSLTCLVKG
VDKSRWQQOGN

LGPTIQAEVY
EKEDDKVFEPG
LIGALLVCRE
AASARAWPKM
EGHTFLVRNH
AYVKVDSCPE
RSVAKKHPKT
KYKKVREFMAY
PYNIYPHGIT
TKSDPRCLTR
NVILEFSVEDE
FDSLQLSVCL
PFSGETVEMS
SYEDISAYLL
SESATPESGP
GSPTSTEEGT
PTSTEEGSPA
ESGPGTSESA
EEGTSTEPSE
GTSTEPSEGS
ENQSPRSFQK
VEQEFTDGSF
SFYSSLISYE
AWAYFSDVDL
DETKSWYFTE
MAQDQRIRWY
ETVEMLPSKA
DEFQITASGQY
IKTQGARQKF
GIKHNIFNPP
AISDAQITAS
FOKTMKVTGV
QGNQDSFTPV
KTHTCPPCPA
EVKENWYVDG
KVSNKALPAP
FYPSDIAVEW
VESCSVMHEA

Secuencia de nucleétidos

gque codifica FVIII 312A: SEQ ID NO: 4

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651

ATGCAAATAG
CTTTAGTGCC
ACTATATGCA
CCTAGAGTGC
GACTCTGTTT
GGCCACCCTG
GATACAGTGG
TCATGCTGTT
ATGATCAGAC
GGAAGCCATA
CTCTGACCCA
TAAAAGACTT
GGGAGTCTGG
TTTTGCTGTA

AGCTCTCCAC
ACCAGAAGAT
AAGTGATCTC
CAAAATCTTT
GTAGAATTCA
GATGGGTCTG
TCATTACACT
GGTGTATCCT
CAGTCAAAGG
CATATGTCTG
CTGTGCCTTA
GAATTCAGGC
CCAAGGAAAA
TTTGATGAAG

CTGCTTCTTT
ACTACCTGGG
GGTGAGCTGC
TCCATTCAAC
CGGATCACCT
CTAGGTCCTA
TAAGAACATG
ACTGGAAAGC
GAGAAAGAAG
GCAGGTCCTG
CCTACTCATA
CTCATTGGAG
GACACAGACC
GGAAAAGTTG

CTGTGCCTTT
TGCAGTGGAA
CTGTGGACGC
ACCTCAGTCG
TTTCAACATC
CCATCCAGGC
GCTTCCCATC
TTCTGAGGGA
ATGATAAAGT
AAAGAGAATG
TCTTTCTCAT
CCCTACTAGT
TTGCACAAAT
GCACTCAGAA

TGCGATTCTG
CTGTCATGGG
AAGATTTCCT
TGTACAAAAA
GCTAAGCCAA
TGAGGTTTAT
CTGTCAGTCT
GCTGAATATG
CTTCCCTGGT
GTCCAATGGC
GTGGACCTGG
ATGTAGAGAA
TTATACTACT
ACAAAGAACT
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701

751

801

851

901

951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551

CCTTGATGCA
CACACAGTCA
CCACAGGAAA
AAGTGCACTC
CGCCAGGCGT
ACTCTTGATG
ACCAACATGA
GAACCCCAAC
TGATCTTACT
CTCCTTCCTT
TGGGTACATT
AGTCCTCGCC
GCCCTCAGCG
ACAGATGAAA
CTTGGGACCT
TTAAGAATCA
GATGTCCGTC
GAAGGATTTT
TGACTGTAGA
TATTACTCTA
TGGCCCTCTC
AGATAATGTC
AACCGAAGCT
AGCTGGAGTG
ACAGCATCAA
CATGAGGTGG
CCTTTCTGTC
AAGACACACT
ATGGAAAACC
GAACAGAGGC
CTGGTGATTA
AGTAAAAACA
AGAGTCTGCT
GGTCTGAGAC
GGGTCCGAGC
CGCTACCCCA
CCGCTCCAGG
TCTGAAAGCG
CGGCAGCGAG
CCGGATCTCC
GGCTCTCCAA
ATCAGCTCCC
CTTCCGAAAG
ACACCCGAGT
ACCAGGATCA
CAGGCTCACC
GGCTCCGCAC
CTCTGAGCCG
CCACCCCCGA
GCGCCAGCCT
GGAAATTGAC
TTGACATTTA
AAAACACGAC
GATGAGTAGC
TCCCTCAGTT
ACTCAGCCCT
GCCATATATA
ATCAGGCCTC

GGATAGGGAT
ATGGTTATGT
TCAGTCTATT
AATATTCCTC
CCTTGGAAAT
GACCTTGGAC
TGGCATGGAA
TACGAATGAA
GATTCTGAAA
TATCCAAATT
ACATTGCTGC
CCCGATGACA
GATTGGTAGG
CCTTTAAGAC
TTACTTTATG
AGCAAGCAGA
CTTTGTATTC
CCAATTCTGC
AGATGGGCCA
GTTTCGTTAA
CTCATCTGCT
AGACAAGAGG
GGTACCTCAC
CAGCTTGAGG
TGGCTATGTT
CATACTGGTA
TTCTTCTCTG
CACCCTATTC
CAGGTCTATG
ATGACCGCCT
TTACGAGGAC
ATGCCATTGA
ACCCCCGAGT
ACCCGGGACT
CCGCCACTTC
GAGTCAGGAC
GTCCCCAGCC
CCACACCCGA
ACACCAGGCA
CGCTGGGAGC
CATCTACTGA
GGCACCTCAG
TGCCACACCA
CCGGCCCTGG
GAACCTGCTA
AACCTCCACT
CCGGAACAAG
GCCACAAGTG
GAGTGGCCCA
CGAGCGAAAT
TATGATGATA
TGATGAGGAT
ACTATTTTAT
TCCCCACATG
CAAGAAAGTT
TATACCGTGG
AGAGCAGAAG
TCGTCCCTAT

GCTGCATCTG
AAACAGGTCT
GGCATGTGAT
GAAGGTCACA
CTCGCCAATA
AGTTTCTACT
GCTTATGTCA
AAATAATGAA
TGGATGTGGT
CGCTCAGTTG
TGAAGAGGAG
GAAGTTATAA
AAGTACAAAA
TCGTGAAGCT
GGGAAGTTGG
CCATATAACA
AAGGAGATTA
CAGGAGAAAT
ACTAAATCAG
TATGGAGAGA
ACAAAGAATC
AATGTCATCC
AGAGAATATA
ATCCAGAGTT
TTTGATAGTT
CATTCTAAGC
GATATACCTT
CCATTCTCAG
GATTCTGGGG
TACTGAAGGT
AGTTATGAAG
ACCAAGAAGC
CAGGGCCAGG
TCCGAGAGTG
CGGCTCCGAA
CAGGAACATC
GGCAGTCCCA
ATCAGGGCCA
CCTCTGAGTC
CCCACCTCCA
GGAAGGAACC
AGTCGGCAAC
GAGTCCGGTC
GTCTGAACCC
CCTCAGGGTC
GAGGAGGGCA
CACTGAACCC
GCAGTGAGAC
GGCACTAGTA
AACTCGTACT
CCATATCAGT
GAAAATCAGA
TGCTGCAGTG
TTCTAAGAAA
GTTTTCCAGG
AGAACTAAAT
TTGAAGATAA
TCCTTCTATT

CTCGGGCCTG
CTGCCAGGTC
TGGAATGGGC
CATTTCTTGT
ACTTTCCTTA
GTTTTGTCAT
AAGTAGACAG
GAAGCGGAAG
CAGGTTTGAT
CCAAGAAGCA
GACTGGGACT
AAGTCAATAT
AAGTCCGATT
ATTCAGCATG
AGACACACTG
TCTACCCTCA
CCAAAAGGTG
ATTCAAATAT
ATCCTCGGTG
GATCTAGCTT
TGTAGATCAA
TGTTTTCTGT
CAACGCTTTC
CCAAGCCTCC
TGCAGTTGTC
ATTGGAGCAC
CAAACACAAA
GAGAAACTGT
TGCCACAACT
TTCTAGTTGT
ATATTTCAGC
TTCTCTCAAA
ATCAGAGCCA
CCACCCCTGA
ACTCCCGGCA
TACAGAGCCC
CTAGCACCGA
GGGTCTGAGC
CGCCACACCA
CTGAGGAGGG
TCAACCGAGC
CCCGGAGTCT
CCGGGACTTC
GCCACAAGTG
AGAGACACCC
CCAGCACAGA
AGTGAGGGTT
ACCCGGCACT
CCGAGCCCTC
ACTCTTCAGT
TGAAATGAAG
GCCCCCGCAG
GAGAGGCTCT
CAGGGCTCAG
AATTTACTGA
GAACATTTGG
TATCATGGTA
CTAGCCTTAT

GCCTAAAATG
TGATTGGATG
ACCACTCCTG
GAGGAACCAT
CTGCTCAAAC
ATCTCTTCCC
CTGTCCAGAG
ACTATGATGA
GATGACAACT
TCCTAAAACT
ATGCTCCCTT
TTGAACAATG
TATGGCATAC
AATCAGGAAT
TTGATTATAT
CGGAATCACT
TAAAACATTT
AAATGGACAG
CCTGACCCGC
CAGGACTCAT
AGAGGAAACC
ATTTGATGAG
TCCCCAATCC
AACATCATGC
AGTTTGTTTG
AGACTGACTT
ATGGTCTATG
CTTCATGTCG
CAGACTTTCG
GACAAGAACA
ATACTTGCTG
ACGGTACCTC
GCCACCTCCG
GTCCGGACCC
CAAGCGAGAG
TCTGAAGGCT
GGAGGGAACC
CTGCTACCAG
GAGTCCGGAC
ATCTCCTGCT
CATCCGAGGG
GGACCCGGAA
AGAATCAGCA
GTAGTGAGAC
GGATCTCCGG
ACCAAGCGAG
CAGCACCCGG
TCAGAGAGTG
TGAAGGCAGT
CAGATCAAGA
AAGGAAGATT
CTTTCAAAAG
GGGATTATGG
AGTGGCAGTG
TGGCTCCTTT
GACTCCTGGG
ACTTTCAGAA
TTCTTATGAG
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3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851

GAAGATCAGA
TGAAACCAAA
AAGATGAGTT
GAAAAAGATG
TAACACACTG
CTCTGTTTTT
AATATGGAAA
CACTTTTAAA
ATACACTACC
CTGCTCAGCA
ACATGTGTTC
ATCTCTATCC
GGAATTTGGC
GAGCACACTT
TGGCTTCTGG
GGACAGTGGG
TGCCTGGAGC
CACCAATGAT
TCCAGCCTCT
GAAGTGGCAG
TTGGCAATGT
ATTATTGCTC
CACTCTTCGC
CATTGGGAAT
TCCTACTTTA
TCACCTCCAA
AAGAGTGGCT
ACTACTCAGG
CCTCATCTCC
ATGGCAAAGT
GTGAACTCTC
CCAGAGTTGG
AGGCACAGGA
CCAGAACTCC
GGACACCCTC
ACGTGAGCCA
GTGGAAGTGC
CACGTACCGT
ATGGCAAGGA
ATCGAGAAAA
GTACACCCTG
TGACCTGCCT
GAGAGCAATG
GGACTCCGAC
GCAGGTGGCA
CTGCACAACC

GGCAAGGAGC
ACTTACTTTT
TGACTGCAAA
TGCACTCAGG
AACCCTGCTC
CACCATCTTT
GAAACTGCAG
GAGAATTATC
TGGCTTAGTA
TGGGCAGCAA
ACTGTACGAA
AGGTGTTTTT
GGGTGGAATG
TTTCTGGTGT
ACACATTAGA
CCCCAAAGCT
ACCAAGGAGC
TATTCACGGC
ACATCTCTCA
ACTTATCGAG
GGATTCATCT
GATACATCCG
ATGGAGTTGA
GGAGAGTAAA
CCAATATGTT
GGGAGGAGTA
GCAAGTGGAC
GAGTAAAATC
AGCAGTCAAG
AAAGGTTTTT
TAGACCCACC
GTGCACCAGA
CCTCTACGAC
TGGGCGGACC
ATGATCTCCC
CGAAGACCCT
ATAATGCCAA
GTGGTCAGCG
GTACAAGTGC
CCATCTCCAA
CCCCCATCCC
GGTCAAAGGC
GGCAGCCGGA
GGCTCCTTCT
GCAGGGGAAC
ACTACACGCA

AGAACCTAGA
GGAAAGTGCA
GCCTGGGCTT
CCTGATTGGA
ATGGGAGACA
GATGAGACCA
GGCTCCCTGC
GCTTCCATGC
ATGGCTCAGG
TGAAAACATC
AAAAAGAGGA
GAGACAGTGG
CCTTATTGGC
ACAGCAATAA
GATTTTCAGA
GGCCAGACTT
CCTTTTCTTG
ATCAAGACCC
GTTTATCATC
GAAATTCCAC
GGGATAAAAC
TTTGCACCCA
TGGGCTGTGA
GCAATATCAG
TGCCACCTGG
ATGCCTGGAG
TTCCAGAAGA
TCTGCTTACC
ATGGCCATCA
CAGGGAAATC
GTTACTGACT
TTGCCCTGAG
AAAACTCACA
GTCAGTCTTC
GGACCCCTGA
GAGGTCAAGT
GACAAAGCCG
TCCTCACCGT
AAGGTCTCCA
AGCCAAAGGG
GGGATGAGCT
TTCTATCCCA
GAACAACTAC
TCCTCTACTC
GTCTTCTCAT
GAAGAGCCTC

AAAAACTTTG
ACATCATATG
ATTTCTCTGA
CCCCTTCTGG
AGTGACAGTA
AAAGCTGGTA
AATATCCAGA
AATCAATGGC
ATCAAAGGAT
CATTCTATTC
GTATAAAATG
AAATGTTACC
GAGCATCTAC
GTGTCAGACT
TTACAGCTTC
CATTATTCCG
GATCAAGGTG
AGGGTGCCCG
ATGTATAGTC
TGGAACCTTA
ACAATATTTT
ACTCATTATA
TTTAAATAGT
ATGCACAGAT
TCTCCTTCAA
ACCTCAGGTG
CAATGAAAGT
AGCATGTATG
GTGGACTCTC
AAGACTCCTT
CGCTACCTTC
GATGGAGGTT
CATGCCCACC
CTCTTCCCCC
GGTCACATGC
TCAACTGGTA
CGGGAGGAGC
CCTGCACCAA
ACAAAGCCCT
CAGCCCCGAG
GACCAAGAAC
GCGACATCGC
AAGACCACGC
CAAGCTCACC
GCTCCGTGAT
TCCCTGTCTC

TCAAGCCTAA
GCACCCACTA
TGTTGACCTG
TCTGCCACAC
CAGGAATTTG
CTTCACTGAA
TGGAAGATCC
TACATAATGG
TCGATGGTAT
ATTTCAGTGG
GCACTGTACA
ATCCAAAGCT
ATGCTGGGAT
CCCCTGGGAA
AGGACAATAT
GATCAATCAA
GATCTGTTGG
TCAGAAGTTC
TTGATGGGAA
ATGGTCTTCT
TAACCCTCCA
GCATTCGCAG
TGCAGCATGC
TACTGCTTCA
AAGCTCGACT
AATAATCCAA
CACAGGAGTA
TGAAGGAGTT
TTTTTTCAGA
CACACCTGTG
GAATTCACCC
CTGGGCTGCG
GTGCCCAGCT
CAAAACCCAA
GTGGTGGTGG
TGTGGACGGC
AGTACAACAG
GACTGGCTGA
CCCAGCCcCCC
AACCACAGGT
CAAGTTAGCC
CGTGGAGTGG
CTCCCGTGTT
GTGGACAAGA
GCATGAGGCT
CGGGTTGA

Secuencia de aminoacidos de la proteina VWFO059A— incluye péptido sefial y regién

D1D2: SEQ ID NO: 5

51
101
151
201
251
301

MIPARFAGVL
YSFAGYCSYL
TVTQGDQRVS
SDRYFNKTCG
ERASPPSSSC
EKTLCECAGG
YROQCVSPCAR

LALALILPGT
LAGGCQKRSF
MPYASKGLYL
LCGNEFNIFAE
NISSGEMQKG
LECACPALLE
TCQSLHINEM

LCAEGTRGRS
SIIGDFONGK
ETEAGYYKLS
DDFMTQEGTL
LWEQCQLLKS
YARTCAQEGM
CQERCVDGCS

STARCSLEGS
RVSLSVYLGE
GEAYGFVARI
TSDPYDFANS
TSVFARCHPL
VLYGWTDHSA
CPEGQLLDEG

DEFVNTFDGSM
FEFDIHLEVNG
DGSGNFQVLL
WALSSGEQWC
VDPEPFVALC
CSPVCPAGME
LCVESTECPC
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351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601

VHSGKRYPPG
NRYFTEFSGIC
LHNSLVKLKH
DWDGRGRLLV
NAWKLHGDCQ
PLPYLRNCRY
NCPKGQVYLQ
CVPKAQCPCY
AVLSSPLSHR
SMGCVSGCLC
CRDRKWNCTD
NPGTFRILVG
THEFEVVESGR
GIQONNDLTSS
MKQTMVDSSC
CDTIAAYAHV
PACQVTCQHP
VAGRRFASGK
GPGSEPATSG
GTSTEPSEGS
SESATPESGP
EDISAYLLSK
LMISRTPEVT
RVVSVLTVLH
LPPSRDELTK
DGSFFLYSKL

TSLSRDCNTC
QYLLARDCQD
GAGVAMDGQD
KLSPVYAGKT
DLOKQHSDPC
DVCSCSDGRE
CGTPCNLTCR
YDGEIFQPED
SKRSLSCRPP
PPGMVRHENR
HVCDATCSTI
NKGCSHPSVK
YITLLLGKAL
NLQVEEDPVD
RILTSDVFQD
CAQHGKVVTW
EPLACPVQCV
KVTLNPSDPE
SETPGTSESA
APGSPAGSPT
GSPAGSPTST
NNAIEPRSES
CVVVDVSHED
ODWLNGKEYK
NQVSLTCLVK
TVDKSRWQQG

ICRNSQWICS
HSEFSIVIETV
IQLPLLKGDL
CGLCGNYNGN
ALNPRMTRE'S
CLCGALASYA
SLSYPDEECN
IFSDHHTMCY
MVKLVCPADN
CVALERCPCF
GMAHYLTFDG
CKKRVTILVE
SVVWDRHLST
FGNSWKVSSQ
CNKLVDPEPY
RTATLCPQSC
EGCHAHCPPG
HCQICHCDVV
TPESGPGSEP
STEEGTSESA
EEGSPAGSPT
DKTHTCPPCP
PEVKEFNWYVD
CKVSNKALPA
GFYPSDIAVE
NVEFSCSVMHE

NEECPGECLV
QCADDRDAVC
RIQHTVTASV
QGDDFLTPSG
EEACAVLTSP
AACAGRGVRV
EACLEGCECP
CEDGFMHCTM
LRAEGLECTK
HQOGKEYAPGE
LKYLFPGECQ
GGEIELFDGE
SVVLKQTYQE
CADTRKVPLD
LDVCIYDTCS
EERNLRENGY
KILDELLQTC
NLTCEACQEP
ATSGSETPGT
TPESGPGSEP
STEEGASSDK
APELLGGPSV
GVEVHNAKTK
PIEKTISKAK
WESNGQPENN
ALHNHYTOQKS

TGQSHFKSFED
TRSVTVRLPG
RLSYGEDLQOM
LAEPRVEDFG
TFEACHRAVS
AWREPGRCEL
PGLYMDERGD
SGVPGSLLPD
TCONYDLECM
TVKIGCNTCV
YVLVQDYCGS
VNVKRPMKDE
KVCGLCGNED
SSPATCHNNI
CESIGDCAAF
EAEWRYNSCA
VDPEDCPVCE
GTSESATPES
SESATPESGP
ATSGSETPGT
NTGDYYEDSY
FLFPPKPKDT
PREEQYNSTY
GQPREPQVYT
YKTTPPVLDS
LSLSPG*

Secuencia de nucledétidos que codifica la proteina VWF059A: SEQ ID NO: 6

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401

ATGATTCCTG
GCCAGGGACC
GATGCAGCCT
TACAGCTTTG
ACGCTCCTTC
TCTCCGTGTA
ACCGTGACAC
GCTGTATCTA
ATGGCTTTGT
TCAGACAGAT
CTTTGCTGAA
CTTATGACTT
GAACGGGCAT
GCAGAAGGGC
TTGCCCGCTG
GAGAAGACTT
CCTCCTGGAG
GCTGGACCGA
TATAGGCAGT
CAATGAAATG
GACAGCTCCT
GTGCATTCCG
CAACACCTGC
GTCCAGGGGA
AACAGATACT
TTGCCAGGAC
ATGACCGCGA
CTGCACAACA
TGGCCAGGAC

CCAGATTTGC
CTTTGTGCAG
TTTCGGAAGT
CGGGATACTG
TCGATTATTG
TCTTGGGGAA
AGGGGGACCA
GAAACTGAGG
GGCCAGGATC
ACTTCAACAA
GATGACTTTA
TGCCAACTCA
CTCCTCCCAG
CTGTGGGAGC
CCACCCTCTG
TGTGTGAGTG
TACGCCCGGA
CCACAGCGCG
GTGTGTCCCC
TGTCAGGAGC
GGATGAAGGC
GAAAGCGCTA
ATTTGCCGAA
GTGCCTTGTC
TCACCTTCAG
CACTCCTTCT
CGCTGTGTGC
GCCTTGTGAA
ATCCAGCTCC

CGGGGTGCTG
AAGGAACTCG
GACTTCGTCA
CAGTTACCTC
GGGACTTCCA
TTTTTTGACA
AAGAGTCTCC
CTGGGTACTA
GATGGCAGCG
GACCTGCGGG
TGACCCAAGA
TGGGCTCTGA
CAGCTCATGC
AGTGCCAGCT
GTGGACCCCG
TGCTGGGGGG
CCTGTGCCCA
TGCAGCCCAG
TTGCGCCAGG
GATGCGTGGA
CTCTGCGTGG
CCCTCCCGGC
ACAGCCAGTG
ACTGGTCAAT
TGGGATCTGC
CCATTGTCAT
ACCCGCTCCG
ACTGAAGCAT
CCCTCCTGAA

CTTGCTCTGG
CGGCAGGTCA
ACACCTTTGA
CTGGCAGGGG
GAATGGCAAG
TCCATTTGTT
ATGCCCTATG
CAAGCTGTCC
GCAACTTTCA
CTGTGTGGCA
AGGGACCTTG
GCAGTGGAGA
AACATCTCCT
TCTGAAGAGC
AGCCTTTTGT
CTGGAGTGCG
GGAGGGAATG
TGTGCCCTGC
ACCTGCCAGA
TGGCTGCAGC
AGAGCACCGA
ACCTCCCTCT
GATCTGCAGC
CCCACTTCAA
CAGTACCTGC
TGAGACTGTC
TCACCGTCCG
GGGGCAGGAG
AGGTGACCTC

CCCTCATTTT
TCCACGGCCC
TGGGAGCATG
GCTGCCAGAA
AGAGTGAGCC
TGTCAATGGT
CCTCCAAAGG
GGTGAGGCCT
AGTCCTGCTG
ACTTTAACAT
ACCTCGGACC
ACAGTGGTGT
CTGGGGAAAT
ACCTCGGTGT
GGCCCTGTGT
CCTGCCCTGC
GTGCTGTACG
TGGTATGGAG
GCCTGCACAT
TGCCCTGAGG
GTGTCCCTGC
CTCGAGACTG
AATGAAGAAT
GAGCTTTGAC
TGGCCCGGGA
CAGTGTGCTG
GCTGCCTGGC
TTGCCATGGA
CGCATCCAGC
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1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351

ATACAGTGAC
GACTGGGATG
CGGGAAGACC
ACTTCCTTAC
AACGCCTGGA
CGATCCCTGC
GCGCGGTCCT
CCGCTGCCCT
CGGCCGCGAG
CGGGGAGAGG
AACTGCCCGA
GACCTGCCGC
TGGAGGGCTG
TGCGTGCCCA
GCCAGAAGAC
GCTTCATGCA
GCTGTCCTCA
TCGGCCCCCC
AAGGGCTCGA
AGCATGGGCT
TGAGAACAGA
AGGAGTATGC
TGTCGGGACC
CTCCACGATC
TGTTCCCCGG
AACCCTGGGA
CTCAGTGAAA
TTGAGCTGTT
ACTCACTTTG
CAAAGCCCTC
TGAAGCAGAC
GGCATCCAGA
CCCTGTGGAC
CCAGAAAAGT
ATGAAGCAGA
CTTCCAGGAC
GCATTTACGA
TGCGACACCA
GGTGACCTGG
ATCTCCGGGA
CCTGCCTGTC
GCAGTGTGTG
ATGAGCTTTT
GTGGCTGGCC
TGACCCTGAG
GTGAAGCCTG
GGTCCCGGGA
CGAGTCTGCA
GCTCCGAGAC
GGAACCAGTA
CTCTCCTACA
CAGGGCCAGG
AGCGAGTCCG
TACGTCCACT
AAGGTGCCTC
GAAGATATTT
AAGCTTCTCT
TCCTGGGCGG
CTCATGATCT

GGCCTCCGTG
GCCGCGGGAG
TGCGGCCTGT
CCCCTCTGGG
AGCTGCACGG
GCCCTCAACC
GACGTCCCCC
ACCTGCGGAA
TGCCTGTGCG
CGTGCGCGTC
AAGGCCAGGT
TCTCTCTCTT
CTTCTGCCCC
AGGCCCAGTG
ATCTTCTCAG
CTGTACCATG
GCAGTCCCCT
ATGGTCAAGC
GTGTACCAAA
GTGTCTCTGG
TGTGTGGCCC
CCCTGGAGAA
GGAAGTGGAA
GGCATGGCCC
GGAGTGCCAG
CCTTTCGGAT
TGCAAGAAAC
TGACGGGGAG
AGGTGGTGGA
TCCGTGGTCT
ATACCAGGAG
ACAATGACCT
TTTGGGAACT
GCCTCTGGAC
CGATGGTGGA
TGCAACAAGC
CACCTGCTCC
TTGCTGCCTA
AGGACGGCCA
GAACGGGTAT
AAGTCACGTG
GAGGGCTGCC
GCAGACCTGC
GGCGTTTTGC
CACTGCCAGA
CCAGGAGCCG
GCGAGCCAGC
ACTCCCGAGT
TCCGGGAACT
CCGAACCTAG
TCCACGGAGG
ATCTGAACCC
CTACACCGGA
GAGGAAGGGT
GTCTGACAAG
CAGCATACTT
GACAAAACTC
ACCGTCAGTC
CCCGGACCCC

CGCCTCAGCT
GCTGCTGGTG
GTGGGAATTA
CTGGCGGAGC
GGACTGCCAG
CGCGCATGAC
ACATTCGAGG
CTGCCGCTAC
GCGCCCTGGC
GCGTGGCGCG
GTACCTGCAG
ACCCGGATGA
CCAGGGCTCT
CCCCTGTTAC
ACCATCACAC
AGTGGAGTCC
GTCTCATCGC
TGGTGTGTCC
ACGTGCCAGA
CTGCCTCTGC
TGGAAAGGTG
ACAGTGAAGA
CTGCACAGAC
ACTACCTCAC
TACGTTCTGG
CCTAGTGGGG
GGGTCACCAT
GTGAATGTGA
GTCTGGCCGG
GGGACCGCCA
AAAGTGTGTG
CACCAGCAGC
CCTGGAAAGT
TCATCCCCTG
TTCCTCCTGT
TGGTGGACCC
TGTGAGTCCA
TGCCCACGTG
CATTGTGCCC
GAGGCTGAGT
TCAGCACCCT
ATGCCCACTG
GTTGACCCTG
CTCAGGAAAG
TTTGCCACTG
GGTACATCAG
CACATCTGGG
CCGGACCTGG
TCCGAGAGCG
CGAGGGCTCT
AGGGCACTTC
GCTACCTCAG
GAGTGGGCCA
CACCAGCGGG
AACACTGGTG
GCTGAGTAAA
ACACATGCCC
TTCCTCTTCC
TGAGGTCACA

ACGGGGAGGA
AAGCTGTCCC
CAATGGCAAC
CCCGGGTGGA
GACCTGCAGA
CAGGTTCTCC
CCTGCCATCG
GACGTGTGCT
CAGCTATGCC
AGCCAGGCCG
TGCGGGACCC
GGAATGCAAT
ACATGGATGA
TATGACGGTG
CATGTGCTAC
CCGGAAGCTT
AGCAAAAGGA
CGCTGACAAC
ACTATGACCT
CCCCCGGGCA
TCCCTGCTTC
TTGGCTGCAA
CATGTGTGTG
CTTCGACGGG
TGCAGGATTA
AATAAGGGAT
CCTGGTGGAG
AGAGGCCCAT
TACATCATTC
CCTGAGCATC
GCCTGTGTGG
AACCTCCAAG
GAGCTCGCAG
CCACCTGCCA
AGAATCCTTA
CGAGCCATAT
TTGGGGACTG
TGTGCCCAGC
CCAGAGCTGC
GGCGCTATAA
GAGCCACTGG
CCCTCCAGGG
AAGACTGTCC
AAAGTCACCT
TGATGTTGTC
AGAGCGCCAC
TCGGAAACGC
CTCCGAGCCT
CTACACCAGA
GCTCCGGGCA
CGAATCCGCC
GCAGTGAGAC
GGGAGCCCTG
CTCGCCCACC
ATTATTACGA
AACAATGCCA
ACCGTGCCCA
CCCCAAAACC
TGCGTGGTGG

CCTGCAGATG
CCGTCTATGC
CAGGGCGACG
GGACTTCGGG
AGCAGCACAG
GAGGAGGCGT
TGCCGTCAGC
CCTGCTCGGA
GCGGCCTGCG
CTGTGAGCTG
CCTGCAACCT
GAGGCCTGCC
GAGGGGGGAC
AGATCTTCCA
TGTGAGGATG
GCTGCCTGAC
GCCTATCCTG
CTGCGGGCTG
GGAGTGCATG
TGGTCCGGCA
CATCAGGGCA
CACTTGTGTC
ATGCCACGTG
CTCAAATACC
CTGCGGCAGT
GCAGCCACCC
GGAGGAGAGA
GAAGGATGAG
TGCTGCTGGG
TCCGTGGTCC
GAATTTTGAT
TGGAGGAAGA
TGTGCTGACA
TAACAACATC
CCAGTGACGT
CTGGATGTCT
CGCCGCATTC
ATGGCAAGGT
GAGGAGAGGA
CAGCTGTGCA
CCTGCCCTGT
AAAATCCTGG
AGTGTGTGAG
TGAATCCCAG
AACCTCACCT
CCCTGAAAGT
CAGGCACATC
GCCACTAGCG
AAGCGGACCC
GCCCAGCCGG
ACCCCGGAGT
GCCAGGAACG
CTGGATCTCC
AGCACTGAAG
GGACAGTTAT
TTGAACCAAG
GCTCCAGAAC
CAAGGACACC
TGGACGTGAG
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4401 CCACGAAGAC CCTGAGGTCA AGTTCAACTG GTATGTGGAC GGCGTGGAAG
4451 TGCATAATGC CAAGACAAAG CCGCGGGAGG AGCAGTACAA CAGCACGTAC
4501 CGTGTGGTCA GCGTCCTCAC CGTCCTGCAC CAAGACTGGC TGAATGGCAA
4551 GGAGTACAAG TGCAAGGTCT CCAACAAAGC CCTCCCAGCC CCCATCGAGA
4601 AAACCATCTC CAAAGCCAAA GGGCAGCCCC GAGAACCACA GGTGTACACC
4651 CTGCCCCCAT CCCGGGATGA GCTGACCAAG AACCAAGTTA GCCTGACCTG
4701 CCTGGTCAAA GGCTTCTATC CCAGCGACAT CGCCGTGGAG TGGGAGAGCA
4751 ATGGGCAGCC GGAGAACAAC TACAAGACCA CGCCTCCCGT GTTGGACTCC
4801 GACGGCTCCT TCTTCCTCTA CTCCAAGCTC ACCGTGGACA AGAGCAGGTG
4851 GCAGCAGGGG AACGTCTTCT CATGCTCCGT GATGCATGAG GCTCTGCACA
4901 ACCACTACAC GCAGAAGAGC CTCTCCCTGT CTCCGGGTTG A
FVII(ELNN)-Fc: SEQID NO: 7
TRRYYLGAVE LSWDYMQSDL GELPVDARFP PRVPKSFPFN TSVVYKKTLF VEFTDHLENI 60
AKPRPPWMGL LGPTIQAEVY DTVVITLKNM ASHPVSLHAV GVSYWKASEG AEYDDQTSQR 120
EKEDDKVFPG GSHTYVWQVL KENGPMASDP LCLTYSYLSH VDLVKDLNSG LIGALLVCRE 180
GSLAKEKTQT LHKFILLFAV FDEGKSWHSE TKNSLMQDRD AASARAWPKM HTVNGYVNRS 240
LPGLIGCHRK SVYWHVIGMG TTPEVHSIFL EGHTFLVRNH RQASLEISPI TFLTAQTLLM 300
DLGQFLLFCH ISSHQHDGME AYVKVDSCPE EPQLRMKNNE EAEDYDDDLT DSEMDVVRED 360
DDNSPSFIQI RSVAKKHPKT WVHYIAAEEE DWDYAPLVLA PDDRSYKSQY LNNGPQRIGR 420
KYKKVRFMAY TDETFKTREA IQHESGILGP LLYGEVGDTL LIIFKNQASR PYNIYPHGIT 480
DVRPLYSRRL PKGVKHLKDF PILPGEIFKY KWTVIVEDGP TKSDPRCLTR YYSSFVNMER 540
DLASGLIGPL LICYKESVDQ RGNQIMSDKR NVILFSVFDE NRSWYLTENI QRFLPNPAGV 600
QLEDPEFQAS NIMHSINGYV FDSLQLSVCL HEVAYWYILS IGAQTDFLSV FFSGYTFKHK 660
MVYEDTLTLF PFSGETVEMS MENPGLWILG CHNSDFRNRG MTALLKVSSC DKNTGDYYED 720
SYEDISAYLL SKNNAIEPRS FSQNGTSESA TPESGPGSEP ATSGSETPGT SESATPESGP 780
GSEPATSGSE TPGTSESATP ESGPGTSTEP SEGSAPGSPA GSPTSTEEGT SESATPESGP 840
GSEPATSGSE TPGTSESATP ESGPGSPAGS PTSTEEGSPA GSPTSTEEGT STEPSEGSAP 900
GTSESATPES GPGTSESATP ESGPGTSESA TPESGPGSEP ATSGSETPGS EPATSGSETP 960
GSPAGSPTST EEGTSTEPSE GSAPGTSTEP SEGSAPGSEP ATSGSETPGT SESATPESGP 1020
GTSTEPSEGS APASSEITRT TLQSDQEEID YDDTISVEMK KEDFDIYDED ENQSPRSFQK 1080
KTRHYFIAAV ERLWDYGMSS SPHVLRNRAQ SGSVPQFKKV VFQEFTDGSF TQPLYRGELN 1140
EHLGLLGPYI RAEVEDNIMV TFRNQASRPY SFYSSLISYE EDQRQGAEPR KNFVKPNETK 1200
TYFWKVQHHM APTKDEFDCK AWAYFSDVDL EKDVHSGLIG PLLVCHTNTL NPAHGRQVTV 1260
QEFALFFTIF DETKSWYFTE NMERNCRAPC NIQMEDPTFK ENYRFHAING YIMDTLPGLV 1320
MAQDQRIRWY LLSMGSNENI HSIHFSGHVF TVRKKEEYKM ALYNLYPGVF ETVEMLPSKA 1380
GIWRVECLIG EHLHAGMSTL FLVYSNKCQT PLGMASGHIR DFQITASGQY GQWAPKLARL 1440
HYSGSINAWS TKEPFSWIKV DLLAPMIIHG IKTQGARQKF SSLYISQFII MYSLDGKKWQ 1500
TYRGNSTGTL MVFFGNVDSS GIKHNIFNPP ITARYIRLHP THYSIRSTLR MELMGCDLNS 1560
CSMPLGMESK AISDAQITAS SYFTNMFATW SPSKARLHLQ GRSNAWRPQV NNPKEWLQVD 1620
FOKTMKVTGV TTQGVKSLLT SMYVKEFLIS SSQDGHQWTL FFQNGKVKVF QGNQDSETPV 1680
VNSLDPPLLT RYLRIHPQSW VHQIALRMEV LGCEAQDLYD KTHTCPPCPA PELLGGPSVF 1740
LFPPKPKDTL MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVKENWYVDG VEVHNAKTKP REEQYNSTYR 1800
VVSVLTVLHQ DWLNGKEYKC KVSNKALPAP IEKTISKAKG QPREPQVYTL PPSRDELTKN 1860
QVSLTCLVKG FYPSDIAVEW ESNGQPENNY KTTPPVLDSD GSFFLYSKLT VDKSRWQQGN 1920
VFSCSVMHEA LHNHYTQKSL SLSPG 1945
Tabla 4. Secuencias de proteinas quiméricas adicionales
Descripcion / .
SEQ ID NO. Secuencia
FVII de longitud ATRRYYLGAV ELSWDYMQSD LGELPVDARF PPRVPKSFPF NTSVVYKKTL FVEFTDHLEN 60
leta IAKPRPPWMG LLGPTIQAEV YDTVVITLKN MASHPVSLHA VGVSYWKASE GAEYDDQTSQ 120
comple REKEDDKVFP GGSHTYVWQV LKENGPMASD PLCLTYSYLS HVDLVKDLNS GLIGALLVCR 180
EGSLAKEKTQ TLHKFILLFA VFDEGKSWHS ETKNSLMODR DAASARAWPK MHTVNGYVNR 240
SEQ ID NO: 8 SLPGLIGCHR KSVYWHVIGM GTTPEVHSIF LEGHTFLVRN HRQASLEISP ITFLTAQTLL 300
MDLGQFLLFC HISSHQHDGM EAYVKVDSCP EEPQLRMKNN EEAEDYDDDL TDSEMDVVRE 360
DDDNSPSFIQ IRSVAKKHPK TWVHYIAAEE EDWDYAPLVL APDDRSYKSQ YLNNGPQRIG 420
RKYKKVRFMA YTDETFKTRE AIQHESGILG PLLYGEVGDT LLIIFKNQAS RPYNIYPHGI 480
TDVRPLYSRR LPKGVKHLKD FPILPGEIFK YKWIVTVEDG PTKSDPRCLT RYYSSFVNME 540
RDLASGLIGP LLICYKESVD QRGNQIMSDK RNVILFSVFD ENRSWYLTEN IQRFLPNPAG 600
VQLEDPEFQA SNIMHSINGY VFDSLQLSVC LHEVAYWYIL SIGAQTDFLS VFFSGYTFKH 660
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KMVYEDTLTI, FPFSGETVFM SMENPGLWIL GCHNSDFRNR GMTALLKVSS CDRNTGDYYE 720
DSYEDISAYL LSKNNATEPR SFSQONSRHPS TRQKOFNATT IPENDIEKTD PWFAHRTPMP 780
KIQONVSSSDL LMLLRQSPTP HGLSLSDLQE AKYETFSDDP SPGAIDSNNS LSEMTHFRPQ 840
LHHSGDMVFT PESGLOLRLN EKLGTTAATE LKKLDFKVSS TSNNLISTIP SDNLAAGTDN 900
TSSLGPPSMP VHYDSQLDTT LFGKKSSPLT ESGGPLSLSE ENNDSKLLES GLMNSQESSW 960
GKNVSSTESG RLFKGKRAHG PALLTKDNAL FKVSISLLKT NKTSNNSATN RKTHIDGPSL 1020
LTENSPSVWQ NILESDTEFK KVTPLIHDRM LMDKNATALR LNHMSNKTTS SKNMEMVOQK 1080
KEGPTPPDAQ NPDMSFFKMI, FLPESARWIQ RTHGKNSLNS GQGPSPKQLV SLGPEKSVEG 1140
ONFLSEKNKV VVGKGEFTKD VGLKEMVFPS SRNLFLTNLD NLHENNTHNQ ERKIQEETEK 1200
KETLIQENVV LPQIHTVTGT KNFMKNLFLL STRONVEGSY DGAYAPVLOD FRSLNDSTNR 1260
TKKHTAHFSK KGEEENLEGL GNQTKQTIVEK YACTTRISPN TSQONFVTQOR SKRALKQFRL 1320
PLEETELEKR TTVDDTSTOW SKNMKHLTPS TLTQIDYNEK EKGATTQSPL SDCLTRSHST 1380
POANRSPLPT AKVSSFPSIR PTYLTRVLFQ DNSSHLPAAS YRKKDSGVQE SSHFLQGAKK 1440
NNLSLATLTL EMTGDOREVG SLGTSATNSV TYKKVENTVL PKPDLPKTSG KVELLPKVHT 1500
YOKDLFPTET SNGSPGHLDI VEGSLLOGTE GAIKWNEANR PGKVPFLRVA TESSAKTPSK 1560
LLDPLAWDNH YGTQTPKEEW KSQEKSPEKT AFKKKDTILS LNACESNHAT AATNEGONKP 1620
ETEVTWAKQG RTERLCSONP PVLKRHORET TRTTLQSDQE EIDYDDTISV EMKKEDFDIY 1680
DEDENQSPRS FOKKTRHYFI AAVERLWDYG MSSSPHVLRN RAQSGSVPOF KKVVFQEFTD 1740
GSFTQPLYRG ELNEHLGLLG PYIRAEVEDN IMVTFRNQAS RPYSFYSSLI SYEEDQROGA 1800
EPRKNFVKPN ETKTYFWKVQ HHMAPTKDEF DCKAWAYFSD VDLEKDVHSG LIGPLLVCHT 1860
NTLNPAHGRQ VTVQEFALFF TIFDETKSWY FTENMERNCR APCNIQMEDP TFKENYRFHA 1920
INGYIMDTLP GLVMAQDQRTI RWYLLSMGSN ENTHSTHFSG HVFTVRKKEE YKMALYNLYP 1980
GVFETVEMLP SKAGTWRVEC LIGEHLHAGM STLFLVYSNK COTPLGMASG HTRDFQITAS 2040
GOYGOWAPKI, ARLHYSGSTN AWSTKEPFSW TKVDLLAPMI THGIKTQGAR OKFSSLYTSO 2100
FITMYSLDGK KWQTYRGNST GTLMVFFGNV DSSGTIKHNIF NPPTTARYTR LHPTHYSTRS 2160
TLRMELMGCD LNSCSMPLGM ESKATSDAQT TASSYFTNMF ATWSPSKARI HLQGRSNAWR 2220
PQVNNPKEWL QVDFQKTMKV TGVTTQGVKS LLTSMYVKEF LISSSQDGHQ WTLFFONGKV 2280
KVFQGNQDSF TPVVNSLDPP LLTRYLRIHP QSWVHOTALR MEVLGCEAQD LY 2332

AE288 GTSESATPES GPGSEPATSG SETPGTSESA TPESGPGSEP ATSGSETPGT SESATPESGP 60
GTSTEPSEGS APGSPAGSPT STEEGTSESA TPESGPGSEP ATSGSETPGT SESATPESGP 120
GSPAGSPTST EEGSPAGSPT STEEGTSTEP SEGSAPGTSE SATPESGPGT SESATPESGP 180

SEQ ID NO: 9 GTSESATPES GPGSEPATSG SETPGSEPAT SGSETPGSPA GSPTSTEEGT STEPSEGSAP 240
GTSTEPSEGS APGSEPATSG SETPGTSESA TPESGPGTST EPSEGSAP 288

PSYN VWF059 TSTEEGASTS DKNTGDYYED SYEDISAYLL SKNNATEPRS FSDKTH

SEQ ID NO: 10

DSYN VWFO59A | TSTEEGASSD KNTGDYYEDS YEDISAYLLS KNNATEPRSF SDKTH

SEQ ID NO: 11

PSYN FVIII 312 ATRRYYLGAV ELSWDYMQSD LGELPVDARF PPRVPKSFPF NTSVVYKKTL FVEFTDHLEN 60
TAKPRPPWMG LLGPTTIQAEV YDTVVITLKN MASHPVSLHA VGVSYWKASE GAEYDDQTSOQ 120
REKEDDKVFP GGSHTYVWQV LKENGPMASD PLCLTYSYLS HVDLVKDLNS GLIGALLVCR 180

SEQ ID NO: 12 EGSLAKEKTQ TLHKFILLFA VFDEGKSWHS ETKNSLMQDR DAASARAWPK MHTVNGYVNR 240
SLPGLIGCHR KSVYWHVIGM GTTPEVHSIF LEGHTFLVRN HRQASLEISP ITFLTAQTLL 300
MDLGOFLLFC HISSHQHDGM EAYVKVDSCP EEPQLRMKNN EEAEDYDDDL TDSEMDVVRE 360
DDDNSPSFIQ TRSVAKKHPK TWVHYTAAEE EDWDYAPLVL APDDRSYKSQ YLNNGPORIG 420
RKYKKVRFMA YTDETFKTRE ATQHESGILG PLLYGEVGDT LLITFKNQAS RPYNIYPHGI 480
TDVRPLYSRR LPKGVKHLKD FPILPGEIFK YKWTVTVEDG PTKSDPRCLT RYYSSFVNME 540
RDLASGLIGP LLICYKESVD QRGNQIMSDK RNVILFSVED ENRSWYLTEN TQRFLPNPAG 600
VQLEDPEFQA SNIMHSINGY VFDSLOLSVC LHEVAYWYIL STGAQTDFLS VFFSGYTFKH 660
KMVYEDTLTL, FPFSGETVFM SMENPGLWIL GCHNSDFRNR GMTALLKVSS CDKNTGDYYE 720
DSYEDISAYL LSKNNATEPR SFSONGTSES ATPESGPGSE PATSGSETPG TSESATPESG 780
PGSEPATSGS ETPGTSESAT PESGPGTSTE PSEGSAPGSP AGSPTSTEEG TSESATPESG 840
PGSEPATSGS ETPGTSESAT PESGPGSPAG SPTSTEEGSP AGSPTSTEEG TSTEPSEGSA 900
PGTSESATPE SGPGTSESAT PESGPGTSES ATPESGPGSE PATSGSETPG SEPATSGSET 960
PGSPAGSPTS TEEGTSTEPS EGSAPGTSTE PSEGSAPGSE PATSGSETPG TSESATPESG 1020
PGTSTEPSEG SAPASSEITR TTLOSDQEEI DYDDTISVEM KKEDFDIYDE DENQSPRSFQ 1080
KKTRHYFIAA VERLWDYGMS SSPHVLRNRA QSGSVPQFKK VVFQEFTDGS FTQPLYRGEL 1140
NEHLGLLGPY IRAEVEDNTM VTFRNOASRP YSFYSSLISY EEDORQGAEP RKNFVKPNET 1200
KTYFWKVQHH MAPTKDEFDC KAWAYFSDVD LEKDVHSGLI GPLLVCHTNT LNPAHGRQVT 1260
VQEFALFFTI FDETKSWYFT ENMERNCRAP CNIQMEDPTF KENYRFHAIN GYIMDTLPGL 1320
VMAQDQRIRW YLLSMGSNEN THSTHFSGHV FTVRKKEEYK MALYNLYPGV FETVEMLPSK 1380
AGIWRVECLT GEHLHAGMST LFLVYSNKCQ TPLGMASGHI RDFQITASGQ YGOWAPKLAR 1440
LHYSGSTNAW STKEPFSWIK VDLLAPMITH GIKTQGARQK FSSLYTSQFT IMYSLDGKKW 1500
QTYRGNSTGT LMVFFGNVDS SGIKHNIFNP PTIARYIRLH PTHYSTIRSTL RMELMGCDLN 1560
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SCSMPLGMES KAISDAQITA SSYFTNMFAT WSPSKARLHL QGRSNAWRPQ VNNPKEWLQV 1620
DFQKTMKVTG VTTQGVKSLL TSMYVKEFLI SSSQDGHOWT LFFQNGKVKV FQGNQDSETP 1680
VVNSLDPPLL TRYLRIHPQS WVHQIALRME VLGCEAQDLY DKTHTCPPCP APELLGGPSV 1740
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY 1800
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSRDELTK 1860
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG 1920
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK
ELNN AE288 2 GSPAGSPTST EEGTSESATP ESGPGSEPAT SGSETPGTSE SATPESGPGT STEPSEGSAP 60
- - GTSTEPSEGS APGTSTEPSE GSAPGTSTEP SEGSAPGTST EPSEGSAPGT STEPSEGSAP 120
GSPAGSPTST EEGTSTEPSE GSAPGTSESA TPESGPGSEP ATSGSETPGT SESATPESGP 180
SEQ ID NO: 13 GSEPATSGSE TPGTSESATP ESGPGTSTEP SEGSAPGTSE SATPESGPGS PAGSPTSTEE 240
GSPAGSPTST EEGSPAGSPT STEEGTSESA TPESGPGTST EPSEGSAP 288
ELNN AE144 5A TSESATPESG PGSEPATSGS ETPGTSESAT PESGPGSEPA TSGSETPGTS ESATPESGPG 60
- TSTEPSEGSA PGSPAGSPTS TEEGTSESAT PESGPGSEPA TSGSETPGTS ESATPESGPG 120
SPAGSPTSTE EGSPAGSPTS TEEG
SEQ ID NO: 14
Conector a2 de DKNTGDYYED SYEDISAYLL SKNNAIEPRS FS 32
proteina quimérica
SEQ ID NO: 15
Péptido Sefal de MQIELSTCFFLCLLRECFS
FVII
SEQ ID NO: 16
Fragmento 1 de ATRRYYLGAV ELSWDYMQSD LGELPVDARF PPRVPKSFPF NTSVVYKKTL FVEFTDHLEN 60
EVII de proteina IAKPRPPWMG LLGPTIQAEV YDTVVITLKN MASHPVSLHA VGVSYWKASE GAEYDDQTSQ 120
SR p REKEDDKVFP GGSHTYVWQV LKENGPMASD PLCLTYSYLS HVDLVKDLNS GLIGALLVCR 180
quimerica EGSLAKEKTQ TLHKFILLFA VFDEGKSWHS ETKNSLMQDR DAASARAWPK MHTVNGYVNR 240
SLPGLIGCHR KSVYWHVIGM GTTPEVHSIF LEGHTFLVRN HRQASLEISP ITFLTAQTLL 300
SEQ ID NO. 17 MDLGQFLLFC HISSHQHDGM EAYVKVDSCP EEPQLRMKNN EEAEDYDDDL TDSEMDVVRE 360
DDDNSPSFIQ IRSVAKKHPK TWVHYIAAEE EDWDYAPLVL APDDRSYKSQ YLNNGPQRIG 420
RKYKKVRFMA YTDETFKTRE AIQHESGILG PLLYGEVGDT LLIIFKNQAS RPYNIYPHGI 480
TDVRPLYSRR LPKGVKHLKD FPILPGEIFK YKWTVTVEDG PTKSDPRCLT RYYSSFVNME 540
RDLASGLIGP LLICYKESVD QRGNQIMSDK RNVILFSVFD ENRSWYLTEN IQRFLPNPAG 600
VQLEDPEFQA SNIMHSINGY VFDSLQLSVC LHEVAYWYIL SIGAQTDFLS VFFSGYTFKH 660
KMVYEDTLTL FPFSGETVFM SMENPGLWIL GCHNSDFRNR GMTALLKVSS CDKNTGDYYE 720
DSYEDISAYL LSKNNAIEPR SFSQN
Fragmento 2 de EITRTTLQSD QEEIDYDDTI SVEMKKEDFD IYDEDENQSP RSFQKKTRHY FIAAVERLWD 60
EVII de proteina YGMSSSPHVL RNRAQSGSVP QFKKVVFQEF TDGSFTQPLY RGELNEHLGL LGPYIRAEVE 120
SR p DNIMVTFRNQ ASRPYSFYSS LISYEEDQRQ GAEPRKNFVK PNETKTYFWK VQHHMAPTKD 180
quimerica EFDCKAWAYF SDVDLEKDVH SGLIGPLLVC HTNTLNPAHG RQVTVQEFAL FFTIFDETKS 240
WYFTENMERN CRAPCNIQME DPTFKENYRF HAINGYIMDT LPGLVMAQDQ RIRWYLLSMG 300
SEQ ID NO. 18 SNENIHSIHF SGHVFTVRKK EEYKMALYNL YPGVFETVEM LPSKAGIWRV ECLIGEHLHA 360
GMSTLFLVYS NKCQTPLGMA SGHIRDFQIT ASGQYGQWAP KLARLHYSGS INAWSTKEPF 420
SWIKVDLLAP MIIHGIKTQG ARQKFSSLYI SQFIIMYSLD GKKWQTYRGN STGTLMVEFFG 480
NVDSSGIKHN IFNPPIIARY IRLHPTHYSI RSTLRMELMG CDLNSCSMPL GMESKAISDA 540
QITASSYFTN MFATWSPSKA RLHLQGRSNA WRPQVNNPKE WLQVDFQKTM KVTIGVTTQGV 600
KSLLTSMYVK EFLISSSQDG HQWTLFFQONG KVKVFQGNQD SFTPVVNSLD PPLLTRYLRI 660
HPQSWVHQIA LRMEVLGCEA QDLY
Péptido Sefial de MIPARFAGVL LALALILPGT LC
VWF
SEQ ID NO: 19
Dominio D1D2 de |AEGTRGRSST ARCSLFGSDF VNTFDGSMYS FAGYCSYLLA GGCQKRSFSI IGDFQNGKRV 60
VWE de proteina SLSVYLGEFF DIHLFVNGTV TQGDQRVSMP YASKGLYLET EAGYYKLSGE AYGFVARIDG 120
e p SGNFQVLLSD RYFNKTCGLC GNFNIFAEDD FMTQEGTLTS DPYDFANSWA LSSGEQWCER 180
quimerica ASPPSSSCNI SSGEMQKGLW EQCQLLKSTS VFARCHPLVD PEPFVALCEK TLCECAGGLE 240
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CACPALLEYA RTCAQEGMVL YGWTDHSACS PVCPAGMEYR QCVSPCARTC QSLHINEMCOQ 300
SEQ ID NO: 20 ERCVDGCSCP EGQLLDEGLC VESTECPCVH SGKRYPPGTS LSRDCNTCIC RNSQWICSNE 360
. ECPGECLVTG QSHFKSFDNR YFTFSGICQY LLARDCQDHS FSIVIETVQC ADDRDAVCTR 420
SVTVRLPGLH NSLVKLKHGA GVAMDGQODIQ LPLLKGDLRI QHTVTASVRL SYGEDLQMDW 480
DGRGRLLVKL SPVYAGKTCG LCGNYNGNQG DDFLTPSGLA EPRVEDFGNA WKLHGDCQDL 540
QKQHSDPCAL NPRMTRFSEE ACAVLTSPTF EACHRAVSPL PYLRNCRYDV CSCSDGRECL 600
CGALASYAAA CAGRGVRVAW REPGRCELNC PKGQVYLQCG TPCNLTCRSL SYPDEECNEA 660
CLEGCFCPPG LYMDERGDCV PKAQCPCYYD GEIFQPEDIF SDHHTMCYCE DGFMHCTMSG 720
VPGSLLPDAV LSSPLSHRSK R
Dominio D' de SLSCRPPMVK LVCPADNLRA EGLECTKTCQ NYDLECMSMG CVSGCLCPPG MVRHENRCVA 60
VWF de proteina LERCPCFHQG KEYAPGETVK IGCNTCVCRD RKWNCTDHVC DAT 103
quimérica
SEQ ID NO: 21
Dominio D3 de CSTIGMAHYL TFDGLKYLFP GECQYVLVQD YCGSNPGTFR ILVGNKGCSH PSVKCKKRVT 60
VWF de proteina ILVEGGEIEL FDGEVNVKRP MKDETHFEVV ESGRYIILLL GKALSVVWDR HLSISVVLKQ 120
e TYQEKVCGLC GNFDGIQNND LTSSNLQVEE DPVDFGNSWK VSSQCADTRK VPLDSSPATC 180
quimerica HNNIMKQTMV DSSCRILTSD VFQDCNKLVD PEPYLDVCIY DTCSCESIGD CAAFCDTIAA 240
YAHVCAQHGK VVTWRTATLC PQSCEERNLR ENGYEAEWRY NSCAPACQVT CQHPEPLACP 300
SEQ ID NO: 22 VQCVEGCHAH CPPGKILDEL LQTCVDPEDC PVCEVAGRREF ASGKKVTLNP SDPEHCQICH 360
CDVVNLTCEA CQEP 374
Region Fc DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKENWYVD 60
GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK 120
GQPREPQVYT LPPSRDELTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS 180
SEQ ID NO: 23 DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPG
ELNN AE288 3 GTSESATPES GPGSEPATSG SETPGTSESA TPESGPGSEP ATSGSETPGT SESATPESGP 60
- GTSTEPSEGS APGSPAGSPT STEEGTSESA TPESGPGSEP ATSGSETPGT SESATPESGP 120
GSPAGSPTST EEGSPAGSPT STEEGTSTEP SEGSAPGTSE SATPESGPGT SESATPESGP 180
SEQ ID NO: 24 GTSESATPES GPGSEPATSG SETPGSEPAT SGSETPGSPA GSPTSTEEGT STEPSEGSAP 240
GTSTEPSEGS APGSEPATSG SETPGTSESA TPESGPGTST EPSEGSAPAS S 291
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