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“COMPOSICAO FARMACEUTICA LIQUIDA ESTABILIZADA
E LIVRE DE HSA, METODO PARA PREPARACAO DE COMPOSICAO
FARMACEUTICA LIQUIDA ESTABILIZADA E LIVRE DE HSA, E RECIPIENTE
VEDADO HERMETICAMENTE” .

[001l] A presente patente de privilégio de
invencdo se refere, de modo geral, a composicdes farmacéuticas
contendo um interferon, mais especificamente a formulacdes
estabilizadas de interferon-beta gque sejam livres de albumina
sérica humana como excipiente farmacéutica adicional.

[002] Os interferons s&do citocinas, ou seja,
proteinas soluveis que transmitem mensagens entre as células e
desempenham um papel essencial no sistema imunoldgico, ajudando
a destruir microorganismos que causam infecgcdo e consertando
os danos resultantes. Os interferons sédo naturalmente
secretados pelas células infectadas e foram identificados pela
primeira vez em 1957. Seu nome se deriva do fato de que eles
“interferem” na replicacgdo e produgao viral.

[003] Os interferons exibem atividade antiviral
e antiproliferativa. Com base nas propriedades bioquimicas e
imunoldgicas, os interferons humanos que ocorrem naturalmente
sdo agrupados em trés classes principais: interferon-alfa
(leucdédcito), interferon-beta (fibroblasto) e interferon-gama
(imunoldgico). O alfa-interferon é atualmente aprovado para os
Estados Unidos e outros paises para o tratamento de leucemia
de células pilosas, verrugas genitais, Sarcoma de Kaposi (um
cadncer que normalmente afeta pacientes que sofrem de Sindrome
de imunodeficiéncia Adquirida - AIDS), e hepatite crbnica nao-
A, nao—-B.

[004] Mais além, interferons (IFNs) sao

glicoproteinas produzidas pelo corpo em resposta a uma infeccéao
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viral. Eles inibem a multiplicagdo de virus em células
protegidas. Consistindo de uma proteina de peso molecular
menor, os IFNs sdo notadamente ndo-especificos em sua acdo, ou
seja, IFN induzido por um virus ¢é eficaz contra uma ampla
variedade de outros virus. Eles sédo, entretanto, especificos
por espécie, ou seja, IFN produzido por uma espécie ird somente
estimular a atividade antiviral em células da mesma espécie ou
de uma espécie prdéxima. Os IFNs foram o primeiro grupo de
citocinas a serem exploradas por suas potenciais atividades
antitumorais e antivirais.

[005] Os trés maiores IFNs sé&o referidos como
IFN-o, IFN-B e IFN-y. Esses principais tipos de IFNs foram
inicialmente classificados de acordo com suas células de origem
(leucdcito, fibroblasto ou célula T). Entretanto, ficou claro
que varios tipos podem ser produzidos por uma célula. Entdao o
leucécito IFN é agora chamado de IFN-a, o fibroblasto IFN é
IFN-F e a célula T IFN é IFN-y. H& também um quarto tipo de
IFN, o linfoblastdide IFN, produzido na linha celular “Namalwa”
(derivada do 1linfoma de Burkitt), gque parece produzir uma
mistura de leucdcito e fibroblasto IFN.

[006] A wunidade de interferon ou unidade
internacional de interferon (U ou UI, de unidade internacional)
tem sido relatada como uma medida de atividade de IFN definida
como a quantidade necessaria para proteger 50% das células
contra danos virais. O ensaio que pode ser usado para medir a
bicatividade ¢é o ensaio de inibicdo de efeito citopatico
conforme descrito (Rubinstein et al. 1981; Familletti, P. C.
et al., 1981). Nesse ensaio antiviral de interferon cerca de 1
unidade/ml de interferon ¢é a quantidade necessaria para

produzir um efeito <citopatico de 50%. As unidades séo
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determinadas em relacdo ao padrdo internacional de referéncia
para Hu-IFN-beta fornecido pelo National Institutes of Health
(Pestka, S. 19806).

[007] Cada classe de IFn contém varios tipos
distintos. IFN-f e IFN-y sdo cada um o produto de um uUnico
gene.

[008] As proteinas classificadas como IFNs-«
sdo o grupo mais diverso, contendo cerca de 15 tipos. H& um
grupo de genes IFN-a no cromossomo 9, contendo no minimo 23
membros, dos quais 15 sdao ativos e transcritos. Os IFNs-«
maduros nado sado glicosilados.

[009] IFNs-o e IFN-B sao todos do mesmo
comprimento (165 ou 166 aminodcidos) com atividades bioldgicas
similares. IFNs-y sao 146 aminodcidos em comprimento, e
assemelham as classes o e B de forma menos préxima. Somente os
IFNs-y podem ativar os macrdéfagos ou induzir a maturacgdo de
células T assassinas. Esses novos tipos de agentes terapéuticos
podem ser as vezes chamados de modificadores bioldgicos de
resposta (BRMs), porque eles tém um efeito sobre a resposta do
organismo ao tumor, afetando o reconhecimento por meio de
imunomodulacéao.

[0010] O interferon de fibroblasto humano (IFN-
B) tem atividade antiviral e também pode estimular as células
assassinas naturais contra as células neoplédsticas. E um
polipeptidio de cerca de 20.000Da induzido por virus e RNAs de
cepa dupla. Da sequéncia de nucleotideo do gene de interferon
de fibroblasto, clonado por tecnologia de DNA recombinante,
(Derynk et al. 1980) deduziu o aminodcido completo da sequéncia

da proteina. Tem o comprimento de 166 aminodcidos.
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[0011] Shepard et al. (1981) descreveu uma
mutacdo em base 842 (Cys — Tyr na posicao 141) que aboliu sua
atividade antiviral, e um clone variante com uma delecdao dos
nucleotideos 1119-1121.

[0012] Mark et al. (1984) inseriu uma mutacao
artificial substituindo a base 469 (T) por (A) causando uma
troca de aminocacido de Cys — Ser na posicdo 17. O IFN-f
resultante foi relatado como sendo o IFN-B “nativo” e estéavel
durante o armazenamento em longo prazo (-70°C).

[0013] Rebif® (Serono - interferon-f humano de
recombinante), o mais recente desenvolvimento em terapia de
interferon para esclerose multipla (EM), € interferon (IFN)-
beta-la, produzido de linhas celulares de mamiferos. Seu “Nome
Néo-Proprietdrio Internacional” (INN) é “Interferon beta-la”.

[0014] Como em todos os produtos farmacéuticos
a base de proteinas, um principal obstaculo, que pode ser
superado no uso de IFN-beta como agente terapéutico, é a perda
de utilidade farmacéutica que pode resultar de sua
instabilidade em formulacdes farmacéuticas.

[0015] As instabilidades fisicas gque ameacam a
atividade e eficacia de polipeptidios em formulacdes
farmacéuticas incluem a desnaturacdao e formacdao de agregados
soluveis e insoluveis incluem hidrdélise, formacdo de imida,
oxidagdo, racemizacgdo e desarnidacdo. Algumas dessas mudancgas
sdo conhecidas por levar a perda ou reducdo da atividade
farmacéutica da proteina de interesse. Em outros casos, O0S
efeitos precisos dessas mudancas sao desconhecidos, mas o0s
produtos degradativos sao ainda considerados como
farmaceuticamente inaceitdveis em funcdo do potencial de

efeitos colaterais indesejaveis.
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[0016] A estabilizacdo de polipeptidios em
composicdes farmacéuticas permanece uma drea em que a tentativa
e o0 erro desempenham um papel importante (analisado por Wang
(1999) Int. J. Pharm. 185:129-188; Wang and Hanson (1988) J.
Parenteral Sci. Tech. 42: S5S3-S26). Os excipientes que séao
adicionados as formulacgdes farmacéuticas de polipeptidios para
aumentar sua estabilidade incluem tampdes, acucares,
surfactantes, aminodcidos, glicdéis de polietileno e polimeros,
mas os efeitos estabilizantes desses aditivos quimicos wvariam
dependendo da proteina.

[0017] As formulagdes de IFN-beta empregam o
uso de HSA como um agente aprimorador de solubilidade de IFN-
beta. Entretanto, o uso de HSA tem alguns prejuizos. HSA & um
produto do sangue humano e deve, portanto, ser retirado de
pacientes humanos. Enquanto as etapas sdo tomadas para reduzir
o0 risco, o uso de produtos de sangue humano como HSA carrega
em si o potencial de introducdo de virus humanos como HIV e
HCV.

[0018] Consequentemente, h& uma necessidade de
composicdes farmacéuticas IFN-beta adicionais compostas de
estabilizantes fisiologicamente compativeis que aprimoram a
solubilidade dessa proteina e estabilizam a proteina contra a
formacdo de agregados, com isso aumentando sua utilidade
farmacéutica.

[0019] A presente invencdo ¢é voltada para
composicdes farmacéuticas estabilizadas que sejam compostas de
interferon (IFN) e métodos para sua preparacao. Essas
composicdes sa&o preparadas na auséncia de albumina sérica
humana (HSA) e, portanto, sdo livres desse excipiente

farmacéutico. Tais composigcdes sdao aqui referidas como
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composicgdes farmacéuticas de IFN “livres de HSA” e elas sao
compostas de interferon (IFN) ou uma isoforma, muteina,
proteina fundida, derivado funcional, fracdo ativa ou sal dos
mesmos, caracterizado pelo fato de que a referida composicao
seja uma solugao que seja composta de um tampao, um
surfactante, um agente de isotonicidade e um antioxidante.

[0020] De acordo com uma configuracdao da
presente invencdo, as composicdes também sdo compostas de um
agente bacteriostatico.

[0021] O termo “interferon”, ou “IFN”, conforme
aqui utilizado, tem a intencdo de incluir quaisquer moléculas
definida como tal na literatura, compreendendo por exemplo
quaisquer tipos de IFNs mencionados na secdao “Histdérico da
Invencgao” acima. Em especifico, IFN-a, IFN-B e IFN-y séo
incluidos na definicdo acima, IFN-B é o IFN preferido de acordo
com a presente invencdo. O IFN-f adequado de acordo com a
presente invencdo é comercialmente disponivel como por exemplo
Rebif® (Serono), Avonex® (Biogen) ou Betaferon® (Schering). O
uso de interferons de origem humano também é preferido de
acordo com a presente invencao. O termo interferon, conforme
aqui empregado, tem a intencdo de englobar uma isoforma, uma
muteina, uma proteina fundida, um derivado funcional, uma
fracdo ativa ou um sal dos mesmos.

[0022] O termo “interferon-beta (IFN-beta ou
IFN-R)”, conforme aqui empregado, tem a intencdo de incluir
interferon de fibroblasto, em especifico de origem humana,
conforme obtido por isolacdo de fluidos bioldégicos ou conforme
obtido por técnicas recombinantes de DNA de células hospedeiras
procaridéticas ou eucaridticas, assim como seus sais, derivados

funcionais, variantes, andlogos e fragmentos ativos.
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Preferivelmente, o termo IFN-beta significa Interferon beta-
la.

[0023] Conforme aqui empregado, o termo
“muteinas” se refere a andlogos de IFN em gue um ou mais
residuos de aminocdcidos de um IFN natural sdo substituidos por
residuos de aminocdcidos diferentes, ou um ou mails residuos de
aminodcidos sdo adicionados a sequéncia natural de IFN, sem
mudar consideravelmente a atividade dos produtos resultantes
se comparado ao tipo IFN selvagem. Essas muteinas séo
preparadas por sintese conhecida e/ou por técnicas de

mutagénese voltadas para o local, ou gqualgquer outra técnica

conhecida adequada. As muteinas preferidas incluem, por
exemplo, as descritas por Shepard et al. (1981) ou Mark et al.
(1984) .

[0024] Qualquer uma dessas muteinas tem
preferivelmente uma sequéncia de aminodcidos suficientemente
duplicativa da sequéncia do IFN, de modo a ter atividade
substancialmente similar ou até melhor a de IFN. A funcéo
bioldégica de interferon é bem familiar aqueles com experiéncia
na técnica, e os padrdes bioldgicos sdo estabelecidos e estéao
disponiveis, por exemplo, pelo National Institute for
Biological Standards and Control (Instituto Nacional para
Padrodes e Controles Bioldégicos)
(http://immunology.org/links/NIBSC) .

[0025] Foram descritos os bioensaios para
determinagcdo de atividade de IFN. Um ensaio de IFN pode ser
conduzido, por exemplo, conforme descrito por Rubinstein et
al., 1981. Assim, pode ser determinado se gqualquer muteina tem
uma atividade substancialmente similar, ou até melhor, do que

IFN, por meio de experimentagao de rotina.
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[0026] As muteinas de IFN, que podem ser usadas
de acordo com a presente invencdo, ou codificacdo de éacido
nucléico das mesmas, incluem um conjunto finito de sequéncias
substancialmente correspondentes, como peptideos de
substituicdo ou polinucleotideos que podem ser obtidos de forma
rotineira por pessoas com conhecimento da técnica, sem
experimentacgdo indevida, com base nos ensinamentos e diretrizes
aqui presentes.

[0027] As mudancas preferidas das muteinas de
acordo com a presente invencao sao conhecidas como
substituic¢cdes “conservadoras”. As substituic¢des conservadoras
de aminodcidos de polipeptidios ou proteinas da invengdo podem
incluir aminodcidos sindénimos dentro de um grupo, que podem
ter propriedades fisico-gquimicas suficientemente similares que
a substituigcdo entre os membros do grupo ira preservar a funcéao
biolégica da molécula. E evidente que as insercdes e delecdes
de aminodcidos também podem ser feitas nas sequéncias acima
definidas sem alterar sua funcdo, especificamente se as
insercgdes ou delegdes somente envolverem alguns aminodcidos
como, por exemplo, abaixo de trinta, e preferivelmente abaixo
de dez, e nado removerem ou mudarem de lugar aminodcidos que
sejam importantes para uma conformacdo funcional, como residuos
de cisteina. As proteinas e muteinas produzidas por tais
delecdes e/ou insergdes que caem dentro da competéncia da
presente invencgéao.

[0028] Preferivelmente, 0s grupos de
aminodcidos sindnimos sdo aqueles definidos na Tabela I. Mais
preferivelmente, os grupos de aminodcidos sindnimos sdo aqueles
definidos na Tabela II; e mais preferivelmente os grupos de

aminodcidos sindénimos sdo aqueles definidos na Tabela III.
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Tabela I - Grupos Preferidos de Aminodcidos Sindnimos.
Aminoacido Grupo Sindnimo

Ser Ser, Thr, Gly, Asn
Arg Arg, Gln, Lys, Glu, His
Leu Ile, Phe, Tyr, Met, Val, Leu
Pro Gly, Ala, Thr, Pro
Thr Pro, Ser, Ala, Gly, His, Gln, Thr
Ala Gly, Thr, Pro, Ala
Val Met, Tyr, Phe, Ile, Leu, Val
Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly
Ile Met, Tyr, Phe, Val, Leu, Ile
Phe Trp, Met, Tyr, Ile, Val, Leu, Phe
Tyr Trp, Met, Phe, Ile, Val, Leu, Tyr
Cys Ser, Thr, Cys
His Glu, Lys, Gln, Thr, Arg, His
Gln Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg, Gln
Asn Gln, Asp, Ser, Asn
Lys Glu, Gln, His, Arg, Lys
Asp Glu, Asn, Asp
Glu Asp, Lys, Asn, Gln, His, Arg, Glu
Met Phe, Ile, Val, Leu, Met
Trp Trp

Tabela II - Grupos Mais Preferidos de Aminoacidos Sindnimos

Aminodcido Grupo Sindnimo

Ser Ser

Arg His, Lys, Arg

Leu Leu, Ile, Phe, Met

Pro Ala, Pro

Thr Thr

Ala Pro, Ala

Val Val, Met, Ile

Gly Gly

Ile Ile, Met, Phe, Val, Leu

Phe Met, Tyr, Ile, Leu, Phe

Tyr Phe, Tyr

Cys Cys, Ser

His His, Gln, Arg

Gln Glu, Gln, His

Asn Asp, Asn

Lys Lys, Arg

Asp Asp, Asn

Glu Glu, Gln
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Continuacao da Tabela II

Met Met, Phe, Ile, Val, Leu
Trp Trp

Tabela III - Grupos Mais Preferidos de Aminocdcidos Sindnimos
Aminoacido Grupo Sindnimo
Ser Ser

Arg Arg

Leu Leu, Ile, Met
Pro Pro

Thr Thr

Ala Ala

Val Val

Gly Gly

Ile Ile, Met, Leu
Phe Phe

Tyr Tyr

Cys Cys, Ser

His His

Gln Gln

Asn Asn

Lys Lys

Asp Asp

Glu Glu

Met Met, Ile, Leu
Trp Met

[0029] Os exemplos de produgao de substituicgdes
de aminodcido em proteinas que podem ser usados para se obter
muteinas de IFN, para uso na presente invencdo, incluem
quaisquer etapas de método conhecidas, como as apresentadas
nas patentes americanas 4.959.314, 4.588.585 e 4.737.462, para
Mark et al; 5.116.943 para Koths et al., 4.965.195 para Namen
et al; 4.879.111 para Chong et al; e 5.017.691 para Lee et al.;
e proteinas substituidas por lisina, apresentadas na patente
americana N° 4.904.584 (Shaw et al). As muteinas especificas
de IFN-beta foram descritas, por exemplo, por Mark et al, 1984.

[0030] O termo “proteina fundida” se refere a

um polipeptidio composto de um IFN, ou uma muteina do mesmo,
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fundido a outra proteina que, por exemplo, tenha sido um tempo
de residéncia estendido nos fluidos corporais. Um IFN pode,
portanto, ser fundida a outra proteina, polipeptidio ou outros,
como por exemplo uma imunoglobulina ou fragmento do mesmo.

[0031] O termo “derivados funcionais” conforme,
aqui empregado, cobre derivados de IFN e suas muteinas e
proteinas fundidas, que podem ser preparados dos Jgrupos
funcionais que ocorrem como cadeias laterais nos residuos ou
0s grupos terminais N- ou C-, por meios conhecidos na técnica,
e sd&o incluidos na invengdo, uma vez dJque eles permanecem
farmaceuticamente aceitédvel, ou seja, eles ndo destroem a
atividade da ©proteina que ¢é substancialmente similar a
atividade IFN, e nao conferem ©propriedades tdéxicas a
composigcdes que o contém. Esses derivados podem, por exemplo,
incluir cadeias laterais de glicol polietileno, gque podem
mascarar locais antigénicos e estender a permanéncia de IFN em
fluidos corporais. Outros derivados incluem ésteres alifdticos
dos grupos de carboxil, amidas dos grupos de carboxil por
reacdo com amdnia ou com aminas primarias ou secundarias,
derivados de N-acil de grupos de amino livres dos residuos de
aminoacidos formados com porgdes de acil (como grupos alcanoil
ou aroil carbociclicos) ou derivados de O-acil de grupos de
hidroxil livres (por exemplo os de residuos de seril ou treonil
formados com porgdes de acil.

[0032] As “fracdes ativas” de IFN, ou muteinas
e proteinas fundidas, a presente invencdo cobre qualquer
fragmento ou precursor da cadeia de polipeptidios da cadeia de
polipeptidios da molécula de proteina sozinha ou em conjunto
com moléculas associadas ou residuos a eles ligados, como por

exemplo residuos de acucar ou fosfato, ou agregados da molécula
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de proteina ou os residuos de acucar sozinhos, em que a referida
fracdo ndo tenha atividade significantemente reduzida se
comparada ao IFN correspondente.

[0033] O termo “sais” aqui empregado se refere
tanto a sais de grupos de carboxil como a sais de adicdo de
dcido de grupos de amino das proteinas acima descritas ou de
andlogos das mesmas. Sais de um grupo carboxil podem ser
formados por meios conhecidos na técnica e incluem sais
inorgadnicos, por exemplo, sdédio, cdlcio, ambnio, sais férricos
ou de zinco, entre outros, e sais com bases orgédnicas como
aqueles formados, por exemplo, com aminas, como trietanolamina,
arginina ou lisina, piperidina, procaina, entre outros. Sais
de adicgédo acida incluem, por exemplo, sais com &cidos minerais,
como, por exemplo, acido cloridrico ou acido sulfdrico, e sais
com acidos organicos, como por exemplo, acido acético ou acido
oxdlico. Logicamente, todos esses sais devem manter a atividade
bioldégica das proteinas (IFN) relevantes para a presente
invencao, ou seja, a capacidade de ligar-se ao receptor
correspondente e iniciar a sinalizacdo do receptor.

[0034] De acordo com a presente invencgcdao, 0 uso
de IFN-beta recombinante humano e os compostos da invencgao é
mais especificamente preferido.

[0035] Um tipo especial de variante de
interferon foi descrito recentemente. Os chamados “interferons
de consenso” sdo variantes gque nao ocorrem naturalmente de IFN
(patente americana 6.013.253). De acordo com uma configuracao
preferida da invengdo, os compostos da invengdao sdo usados em
combinagdo com um interferon de consenso.

[0036] Conforme aqui empregado, o) termo

“interferon de consenso humano” (IFN—-con) significa um
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polipeptidio que ocorre naturalmente, que inclui
predominantemente os residuos de aminodcidos que sao comuns a
um subconjunto de representante de IFN-alfa da maioria das
sequéncias de subtipo de interferon de leucdcito humano gue
ocorre naturalmente e que inclui, em uma ou mais dessas
posicdes em que had aminodcido comum a todos os subtipos, um
aminodcido que ocorre predominantemente nessa posicdo e em
nenhum evento inclui residuo de aminodcido gque né&o seja
existente nessa posicdo em no minimo um subtipo qgque ocorre
naturalmente. IFN-con engloba mas ndo se limita as sequéncias
de aminodcidos chamadas de IFN-conl, IFN-con2 e IFN-con3 gue
sdo revelados nas patentes americanas 4.695.623, 4.897.471 e
5.541.293. As sequéncias de DNA que codificam IFN-con podem
ser produzidas conforme descrito nas patentes acima
mencionadas, ou por outros métodos padréo.

[0037] Em uma outra configuracdo preferida, a
proteina fundida é composta de uma fusdo de Ig. A fusdo pode
ser direta ou por meio de um peptideo ligador curto que pode
ter o comprimento de apenas 1 a 3 residuos de aminoacidos. O
referido ligador pode ser um tripeptideo da sequéncia E-F-M
(Glu—-Phe-Met), por exemplo, ou uma sequéncia ligadora de 13
aminoacidos composta de Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-Val-Leu-Gly-
Gly-Gln-Phe-Met introduzida entre a sequéncia de IFN e a
sequéncia de imunoglobulina. A proteina de fusdo resultante
pode ter propriedades aprimoradas, como um tempo de permanéncia
estendido nos fluidos corporais (meia-vida), atividade
especifica aumentada, nivel de expressdo aumentado ou a
purificagdo da proteina de fusdo é facilitada.

[0038] Em uma outra configuragao preferida, IFN

é usado para a regido constante de uma molécula de Ig.
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Preferivelmente, é fundida para regides de cadeia pesada, como
os dominios de CH2 e CH3 de IgGl humana, por exemplo. Outras
isoformas de moléculas de Ig sdo também adequados para a
geracdo de proteinas de fusdo de acordo com a presente
invencao, como isoformas IgGz, IgGs, IgGs ou outras classes de
Ig, como IgM ou IgA, por exemplo. As proteinas de fusdo podem
ser monoméricas ou multiméricas, hétero ou homomultiméricas.

[0039] Em uma outra configuracdo preferida, o
derivado funcional é composto de no minimo uma porcado ligada a
um ou mails grupos funcionais, dque ocorrem como uma oOu mais
cadeias nos residuos de aminodcidos. Preferivelmente, a porcgao
¢ uma porcgdo de polietileno (PEG). A PEGilacdo pode ser
conduzida por métodos conduzidos, como os métodos descritos em
W099/55377, por exemplo.

[0040] A dosagem administrada, como dose uUnica
ou multipla a um individuo, 1ird wvariar dependendo de uma
variedade de fatores, incluindo propriedades farmacocinéticas,
a rota de administracdo, condig¢des e caracteristicas do
paciente (sexo, idade, peso, saude, altura), extensdo dos
sintomas, tratamentos concomitantes, frequéncia de tratamento
e o efeito desejado.

[0041] As dosagens padrao de IFN-beta humano
variam de 80.000IU/kg e 200.000IU/kg por dia ou 6MIU (milhdes
de unidades internacionais) e 12MIU por pessoa por dia ou 22 a
44ug (micrograma) por pessoa. De acordo com a presente
invengdao, o IFN pode preferivelmente ser administrado a uma
dosagem de cerca de 1 a 50ug, mais preferivelmente de cerca de
10 a 30ug ou cerca de 10 a 20ug por pessoa por dia.

[0042] A administracdao de ingredientes ativos

de acordo com a presente invencao pode ser por via intravenosa,
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intramuscular ou rota subcutédnea. A rota de administracéo
preferida de IFN é a rota subcuténea.

[0043] A IFN também pode ser administrada
diariamente ou dia sim dia n&o, ou com menos frequéncia.
Preferivelmente, o IFN é administrado uma, duas ou trés vezes
por semana.

[0044] A rota de administracdo preferida ¢é a
administracdo subcutdnea, administrada por exemplo trés vezes
por semana. Uma rota de administracdo também preferida é a rota
intramuscular, que pode ser aplicada, por exemplo, uma vez por
semana.

[0045] Preferivelmente, 22 a 44ug ou 6MIU a
12MIU de IFN-beta ¢ administrada trés vezes por semana por
injecdo subcuténea.

[0046] IFN-beta pode ser administrado por via
subcutanea, em uma dosagem de 25 a 30ug ou 8MIU a 9,6MIU, dia
sim dia nao. 30ug ou 6MIU de IFN-beta podem ainda ser
administrados via intramuscular uma vez por semana.

[0047] O termo “estabilidade” se refere a
estabilidade fisica, quimica e de conformacdo de formulacgdes
de interferon da presente invencdo (incluindo manutencdo de
poténcia bioldgica). A instabilidade de uma formulacdo de
proteina pode ser causada pela degradacdo quimica ou agregacgéo
de moléculas de proteinas para formar polimeros de ordem maior,
deglicosilacdo, modificacdao de glicosilacgdo, oxidacdo ou
gqualgquer outra modificacdo estrutural gque reduza no minimo uma
atividade bioldégica de um polipeptidio de interferon incluido
na presente invencéo.

[0048] Uma solucdo ou formulacdo “estavel”, é

uma em que o grau de degradacao, modificacdo, agregacao, perda
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de atividade bioldégica e outros, das proteinas, é
aceitavelmente controlada e nd&o se torna inaceitdvel com o
tempo. Preferivelmente, a formulagdo mantém no minimo ou cerca
de 60%, mais preferivelmente no minimo ou cerca de 70%, mais
preferivelmente no minimo ou cerca de 80%, da atividade
rotulada de interferon por um periodo de 12 a 24 meses. As
composicdes de IFN livres de HSA estabilizadas da invencdo tém
preferivelmente uma vida de prateleira de no minimo cerca de 6
meses, 12 meses, 18 meses, mais preferivelmente no minimo 20
meses, mails preferivelmente ainda no minimo cerca de 22 meses,
mais preferivelmente ainda no minimo 24 meses quando
armazenadas a 2 a 8°C.

[0049] Métodos para monitoracdao da estabilidade
das composicdes farmacéuticas de IFN livres de HSA estao
disponiveis na técnica, incluindo os métodos descritos nos
exemplos aqui revelados. Assim, a formacdo de agregado de IFN
durante o armazenamento de uma composicdo farmacéutica liquida
da 1invencao pode ser facilmente determinada medindo-se a
mudanc¢ca no IFN soltvel em solugdo com o tempo. A quantidade de
polipeptidio soluvel em solucgcdao pode ser quantificada por um
numero de ensaios analiticos adaptados para a detecgao de IFN.
Tais ensaios incluem, por exemplo, HPLC de fase reversa (RP) e
espectroscopia de absorgcdao de UV, conforme descrito nos
Exemplos abaixo.

[0050] A determinacao de ambos agregados
soltveis e insoluveis durante o armazenamento em formulacgdes
liguidas pode ser atingida, por exemplo, com o uso de
ultracentrifugacdo analitica conforme observado nos Exemplos a
seguir para distinguir entre a parte de polipeptidio soluvel

que estd presente na forma de agregados sollveis e a parte gue
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estd presente na forma molecular ndo-agregada, biologicamente
ativa.

[0051] A expressdao “uso de multiplas doses”
pretende incluir o uso de um uUnico frasco, ampola ou cartucho
de uma formulagdo de interferon para mais de uma injeg¢do, por
exemplo 2, 3, 4, 5, 6 ou mais injecdes. As 1injecdes sao
preferivelmente dadas por um periodo de no minimo ou cerca de
a cada 12 horas, 24 horas, 48 horas, etc., preferivelmente até
um periodo de cerca de 12 dias. As injec¢des podem ser espacadas
no tempo, por exemplo, por um periodo de 6, 12, 24, 48 ou 72
horas.

[0052] O termo “tampao” ou “tampao
fisiologicamente aceitavel” se refere a solugdes de compostos
que sejam conhecidos como seguros para uso farmacéutico ou
veterindrio em formulacdes e que tém o efeito de manter ou
controlar o pH da formulacdo na faixa de pH desejada para a
formulacdo. Os tampdes aceitdveis para controle de pH em um pH
moderadamente acido a um pH moderadamente basico incluem, mas
ndo se limitam a compostos como fosfato, acetato, citrato,
arginina, TRIS e histidina. “TRIS” se refere a 2-amino-2-
hidroximetil-1, 3-propanodiol e a qualquer sal
farmacologicamente aceitavel do mesmo. Os tampdes preferiveis
sdo tampdes de acetato com salina ou um sal aceitavel.

[0053] O “agente de isotonicidade” é um
composto que seja fisiologicamente tolerado e confira uma
tonicidade adequada a uma formulacao para prevenir que o fluxo
liguido de &gua pela membrana dque esteja em contato com a
formulagcdo. Compostos como glicerina sdo comumente usados para
tais fins em concentracdes conhecidas. Outros agentes de

isotonicidade adequados incluem, mas nao se limitam a
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aminodcidos ou proteinas (como glicina ou albumina), sais (como
cloreto de sédio) e acgucares (como dextrose, manitol, sacarose
e lactose). Preferivelmente, o agente de isotonicidade ¢é
manitol.

[0054] O termo “antioxidante” se refere a um
composto que previne dque o oxigénio ou radicais livres
derivados de oxigénio interajam com outras substéncias. Os
antioxidantes estdo entre um numero de excipientes comumente
adicionados a sistemas farmacéuticos para aumentar a
estabilidade fisica e quimica. Os antioxidantes sdo adicionados
para minimizar ou retardar processos oxidantes que ocorrem com
algumas drogas ou excipientes mediante a exposicdo ao oxigénio
ou na presenca de radicais livres. Esses processos podem
frequentemente ser catalisadas por luz, temperatura,
hidrogénio em concentracgao, presenga de tracos de metal ou
perdéxidos. Sulfitos, bissulfetos, tiouréia, metionina, sais de
dcido etilenodiaminatetra acético (EDTA), butil hidroxi anisol
(BHT) e butil hidroxi anisola (BHA) sdo frequentemente usados
como antioxidantes em drogas. Descobriu-se que o EDTA de sédio
aumenta a atividade de antioxidantes por ions metédlicos
quelantes que de outra forma catalisariam a reacdo de oxidacgdo.
O antioxidante mais preferido é metionina.

[0055] O termo “bacteriostdtico” se refere a um
composto ou composigdes adicionados a uma formulacdo para agir
como agente antibacteriano. Uma formulacdo preservada contendo
interferon preferivelmente atende as diretrizes de estatutos e
regulamentos para eficdcia de preservativos para gque seja um
produto multiuso comercialmente vidvel. Exemplos de
bacteriostdticos incluem fenol, m-cresol, p-cresol, o-cresol,

clorocresol, benzil 4&lcool, alquilparabeno (metil, etil,
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propil, butil e outros), cloreto de benzalcdnio, cloreto de
benzetdnio, deidroacetato de sdédio e timerosal.
Preferivelmente, o agente bacteriostdtico é benzil &lcool.
[0056] O termo “surfactante” se refere a um
composto soluvel gue reduz a tensdo de superficie de ligquidos
ou reduz a tensdo interfacial entre dois liquidos ou um ligquido
e um sdélido, em que a tensdo de superficie seja a forca gue
age sobre a superficie de um liquido, tendendo a minimizar a
drea da superficie. Os surfactantes por vezes sdao usados em
formulacdes farmacéuticas, incluindo o fornecimento de drogas
de massa molecular baixa e polipeptidios, a fim de modificar a
absorcdo da droga ou seu fornecimento para os tecidos
desejados. Surfactantes bem conhecidos incluem polisorbatos
(derivados de polioxietileno; Tween) assim como Pluronic.
[0057] De acordo com uma configuracédo preferida
da invencado, foi descoberto que se formulando interferon com
um surfactante selecionado de Pluronic® F77, Pluronic F87,
Pluronic F88 e Pluronic® F68, em especifico preferivelmente
Pluronic F68 (BASF, Pluronic F68 também ¢é conhecido como
Poloxamer 188) eles obtém formulagdes estdveis que minimizam a
perda de principio ativo causado pela adsorgao das superficies
do frasco e/ou dispositivo de entrega (como seringa, bomba,
cateter, etc.). Foi também descoberto que pela formulacdo de
interferon com surfactante selecionado de Pluronic® F77,
Pluronic F87, Pluronic F88 e Pluronic® F68, em especifico
preferivelmente Pluronic F68 (BASF, Pluronic F68 também é
conhecido como Poloxamer 188) eles obtém uma formulacéao
estdvel, qgque é mais resistente a oxidacdo e a formacao de

agregados de proteinas.
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[0058] Os surfactantes Pluronic sdo copolimeros
de bloco de ¢6xido de etileno (OE) e 6xido de propileno (OP). O
bloco de ¢éxido de propileno (OP) ¢é ensanduichado entre dois

blocos de éxido de etileno (OE).
CH,
HO—(CH2CHzo)x—(CHzCHO)y—(C'HzCHZO)x—H

EO | PO [EO

[0059] Surfactantes Pluronic sdo sintetizados
em um processo de duas etapas:

1. Um hidréfobo de peso molecular desejado é criado pela adicéo
controlada de éxido de propileno aos dois grupos de hidroxil
do propileno glicol; e

2. 0O ¢éxido de etileno é adicionado para ensanduichar o
hidréfobo entre os grupos hidrofilicos. No Pluronic® F77, a
porcentagem de polioxietileno (hidrdéfilo) é de 70% e o peso
molecular do hidréfobo (polioxipropileno) é de aproximadamente
2.306 Da.

[0060] No Pluronic F87, a porcentagem de
polioxietileno (hidréfilo) é de 70% e o peso molecular do
hidréfobo (polioxipropileno) é de aproximadamente 2.644Da.

[0061] No Pluronic F88, a porcentagem de
polioxietileno (hidréfilo) é de 80% e o peso molecular do
hidréfobo (polioxipropileno) é de aproximadamente 2.644Da.

[0062] No Pluronic F68, a porcentagem de
polioxietileno (hidrdéfilo) é de 80% e o peso molecular do
hidréfobo (polioxipropileno) é de aproximadamente 1.967Da.

[0063] As propriedades tipicas do Pluronic F77

sao listadas a seguir:
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+ Peso Molecular Médio: 6600;
« Ponto de Fusédo/precipitacdo: 48°C;
« Forma Fisica a 20°C: sdélido;
« Viscosidade (Brookfield) cps: 480 [liquido a 25°C, pastoso a
60°C e sdlido a 77°Cl;
« Tensdo de superficie, dinas/cm a 25°C;
«0,1% Conc.: 47,0
« 0,01% Conc.: 49,3
«0,001% Conc.: 52,8
« Tensdo interfacial, dinas/cm a 25°C vs. Nujol;
«0,1% Conc.: 17,7
«0,01% Conc.: 20,8
« 0,01% Conc.: 25,5
+ Molhadura de Draves, Segundos a 25°C
«1,0% Conc.: > 360
«0,1% Conc.: > 360
« Altura da Espuma

« Milhas Ross, mm a 50°C: 100

0,1%,
« Milhas Ross, 0,1%, mm a 26°C: 47

« Dindmica, 0,1%, mm a 400 ml/min: > 600
« Ponto de evaporacgdo em solugao aquosa, °C
«1% Conc.: > 100

«10% Conc.: > 100

HLB (equilibrio hidrdéfilo-lipdfilo): 25
[0064] As propriedades tipicas de Pluronic F87
sao listadas a seguir:
« Peso Molecular Médio: 7700;
« Ponto de Fusédo/Precipitacdo: 49°C;

« Forma fisica a 20°C: sdélida;
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+« Cps de viscosidade (Brookfield): 700 [liguido a 25°C, pastoso
a 60°C e sdélido a 77°7;

Tensdo de superficie, dinas/cm a 25°;
«0,1% Conc.: 44,0
« 0,01% Conc.: 47,0
« 0,001% Conc.: 50,2
« Tensdo interfacial, dinas/cm a 25°C vs. Nujol;
«0,1% Conc.: 17,4
«0,01% Conc.: 20,3
«0,001% Conc.: 23,3
« Molhadura de Draves, Segundos a 25°C
«1,0% Conc.: > 360
« 0,1% Conc.: > 360
« Altura da Espuma

« Milhas Ross, mm a 50°C: 80

0,1%,
0,1%,

« Milhas Ross, mm a 26°C: 37

« Dindmica, 0,1%, mm a 400 ml/min: > 600
« Ponto de evaporacgdo em solugao aquosa, °C

«1% Conc.: > 100

«+10% Conc.: > 100

HLB (equilibrio hidrdéfilo-lipdfilo): 24
[0065] As propriedades tipicas de Pluronic F88
sdao listadas a seguir:
« Peso Molecular Médio: 11400;
« Ponto de Fusédo/Precipitacdo: 54°C;
« Forma fisica a 20°C: sélida;
« Cps de viscosidade (Brookfield): 2300 [ligquido a 25°C,
pastoso a 60°C e sé6lido a 77°];
« Tensdo de superficie, dinas/cm a 25°;

«0,1% Conc.: 48,5
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« 0,01% Conc.: 52,06
« 0,001% Conc.: 55,7
Tensdo interfacial, dinas/cm a 25°C vs. Nujol;
«0,1% Conc.: 20,5
«0,01% Conc.: 23,3
«0,001% Conc.: 27,0
Molhadura de Draves, Segundos a 25°C
«+1,0% Conc.: > 360
« 0,1% Conc.: > 360
Altura da Espuma
« Milhas Ross, 0,1%, mm a 50°C: 80
« Milhas Ross, 0,1%, mm a 26°C: 37
« Dindmica, 0,1%, mm a 400 ml/min: > 600
Ponto de evaporacdo em solugdo aquosa, °C
«1% Conc.: > 100
«+10% Conc.: > 100
HLB (equilibrio hidrdéfilo-lipdfilo): 28

[0066] As propriedades tipicas de Pluronic F68

sdao listadas a seguir:

Peso Molecular Médio: 8400;
Ponto de Fusdo/Precipitacdo: 52°C;
Forma fisica a 20°C: sdé6lida;
Cps de viscosidade (Brookfield): 1000 [liquido a 25°C,
pastoso a 60°C e sdélido a 77°];
Tensdo de superficie, dinas/cm a 25°;
«0,1% Conc.: 50,3
«0,01% Conc.: 51,2
« 0,001% Conc.: 53,6
Tensdo interfacial, dinas/cm a 25°C vs. Nujol;

«0,1% Conc.: 19,8
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« 0,01% Conc.: 24,0
«+0,001% Conc.: 26,0
+« Molhadura de Draves, Segundos a 25°C
«+1,0% Conc.: > 360
« 0,1% Conc.: > 360
« Altura da Espuma
« Milhas Ross, 0,1%, mm a 50°C: 35
« Milhas Ross, 0,1%, mm a 26°C: 40
« Dindmica, 0,1%, mm a 400 ml/min: > 600
« Ponto de evaporacdo em solugao aquosa, °C
«+1% Conc.: > 100
«+10% Conc.: > 100
« HLB (equilibrio hidrdéfilo-1ipdfilo): 29
[0067] Outros polimeros com propriedades
similares as acima 1listadas também podem ser usados nas
formulacdes da invencdo. O surfactante preferido é o Pluronic
F68 e surfactantes com propriedades similares.
[0068] O Pluronic, especialmente o Pluronic
F68, ¢ preferivelmente ©presente na formulacgao a uma
concentracdo que seja suficiente para manter estabilidade de
FSH e/ou LH ao longo do periodo de armazenamento desejado (por
exemplo, 12 a 24 meses) e também a uma concentracdo que seja
suficiente para prevenir as perdas de proteina em funcdo da
adsorcao nas superficies, como o frasco, ampola ou cartucho ou
seringa.
[0069] Preferivelmente a concentracao de
Pluronic, especificamente o Pluronic F68, em formulacdes
liquidas é de cerca de 0,0lmg/ml ou cerca de 10mg/ml, mais

preferivelmente a cerca de 0,05mg/ml até cerca de ,5,0mg/ml,
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mals especificamente preferivelmente a cerca de O0,1lmg/ml a
cerca de 2mg/ml, mais preferivelmente a cerca de 0,1lmg/ml.

[0070] Preferivelmente a concentragdo de IFN-
beta na formulacdo ¢ de cerca de 10ug/ml a cerca de 800ug/ml,
mais preferivelmente a cerca de 20ug/ml até cerca de 500ug/ml,
mais especificamente preferivelmente a cerca de 30 até a cerca
de 300, mais preferivelmente a cerca de 22, 44, 88 ou 264ug/ml.

[0071] Preferivelmente, as formulacdes de FSH
da presente invencdo tém pH entre cerca de 3,0 e cerca de 5,0,
mais preferivelmente de cerca de 3,7 ou 4,7. Um tampao
preferido é o acetato, com contraions preferidos sendo de sédio
ou potassio. Os tampdes de salina de acetato sdo bem conhecidos
na técnica. As concentragdes de tampdo na solugdo total podem
variar entre 5mM, 9,5mM, 10mM, 50mM, 100mM, 150mM, 200mM, 250mM
e 500mM. Preferivelmente, a concentracdao de tampdo é de cerca
de 10mM. Especificamente, o tampdo preferido é de 10mM em ions
de acetato com pH de 3,5+0,2 ou 4,5%0,2.

[0072] Preferivelmente, na composicao da
invencdao o antioxidante, por exemplo metionina, estd presente
a uma concentracdo de cerca de 0,01 a cerca de 5,0mg/ml, mais
preferivelmente de cerca de 0,05 até cerca de 0,3mg/ml, mais
preferivelmente cerca de 0,1mg/ml.

[0073] Preferivelmente, a concentracao do
agente de isotonicidade (por exemplo, manitol) nas formulacgdes
liquidas é de cerca de 0,5mg/ml a cerca de 500mg/ml, mais
preferivelmente a cerca de 1lmg/ml até cerca de 250mg/ml, mais
especificamente preferivel a cerca de 10mg/ml até cerca de
100mg/ml, mais preferivelmente a cerca de 55mg/ml.

[0074] A invencdo inclui formulacdes liquidas.

O solvente preferido é A&gua para injecéo.
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[0075] As formulacgdes ligquidas podem ser para
dose uUnica ou multiplas doses. As formulagdes de interferon
liguidas da invencdo que sao para uso em doses multiplas séo
compostas preferivelmente de um bacteriostdtico, como fenol,
m-cresol, p-cresol, o-cresol, clorocresol, benzil 4&lcool,
alquilparabeno (metil, etil, propil, butil e outros), cloreto
de benzalcdnio, cloreto de benzetdnio, deidroacetato de sdédio
e timerosal. Os particularmente preferidos sao fenol, benzil
dlcool e m-cresol, o mais preferido é benzil &lcool. O agente
bacteriostatico é usado em uma quantidade que produza uma
concentracdao que seja eficaz para manter a formulacao
essencialmente livre de bactérias (adequada para injecdo) pelo
periodo das multiplas doses, que pode ser cerca de 12 ou 24
horas até 12 dias, preferivelmente cerca de 6 até cerca de 12
dias. O Dbacteriostatico é preferivelmente presente em uma
concentracdo de cerca de 0,1% (massa bacteriostdtico/massa de
solvente) até cerca de 2,0%, mais preferivelmente cerca de 0,2%
a cerca de 1,0%. No caso do benzil alcool, sédo especificamente
preferidas as concentracgdes de 0,2% ou 0,3%. Entretanto, o uso
de preservativo, como benzil &lcool, nado se limita a
formulacdes de doses multiplas, mas também pode se usar em
formulacdes para dose unica.

[0076] A faixa de interferon nas formulacdes da
invencao inclui quantidades produzidas mediante
reconstituicgdo, concentracdes de cerca de 1,0ug/ml a cerca de
50mg/ml, embora concentracdes menores e maiores sejam operaveis
e sejam dependentes do veiculo desejado, como formulacdes de
solucdo diferem de adesivo transdérmico, métodos pulmonares,
transmucosais, bomba osmética ou micrombomba. A concentracéo

de interferon é preferivelmente de cerca de 5,0ug/ml até cerca
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de 2 mg/ml, mais preferivelmente de cerca de 10ug até cerca de
Img/ml, mais preferivelmente de cerca de 30ug/ml até cerca de
100ug/ml.

[0077] Preferivelmente, as formulacdes da
invencdo mantém no minimo ou cerca de 60%, mais preferivelmente
no minimo ou cerca de 70%, mais preferivelmente no minimo ou
cerca de 80% da atividade de interferon no momento da
embalagem, por um periodo de 24 meses.

[0078] Em uma outra configuracdo preferida, a
invencdo fornece um método para fabricacdo de uma composicédo
farmacéutica liquida conforme descrito anteriormente.

[0079] Em ainda outra configuracdo preferida,
a invencédo fornece um método para fabricacdo de uma composicéao
farmacéutica embalada com uma solugdo composta do ingrediente
ativo e excipientes conforme descrito anteriormente.

[0080] Em ainda outra configuracdo preferida,
a invencdo fornece um artigo de fabricagdo para uso
farmacéutico humano, composto de um frasco com as composicdes
farmacéuticas conforme descrito anteriormente, e material
escrito declarando que tal solugdo pode ser mantida por um
periodo de cerca de 24 horas ou mais apds o primeiro uso.
Preferivelmente o material escrito declare que a solugao pode
ser mantida por até ou cerca de 12 dias.

[0081] Apds o primeiro uso de uma formulacdo de
multiplas doses, ela pode ser mantida e utilizada por no minimo
ou cerca de 24 horas, preferivelmente no minimo ou cerca de 4,
5 ou 6 dias, mais preferivelmente por até 12 dias. Apds o
primeiro uso a formulagdo é preferivelmente armazenada abaixo
da temperatura ambiente (ou seja, abaixo de ou a cerca de

25°C), mais preferivelmente abaixo de ou a cerca de 10°C, mais
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preferivelmente a cerca de 2 a 8°C, mais preferivelmente a
cerca de 4 a 6°C.

[0082] As formulacgbes ligquidas da presente
invencao podem ser preparadas por um processo que compreende a
adicdo das gquantidades calculadas dos excipientes a solucgao
com tampdo e em seguida a adigcdo do interferon.

[0083] A solucdo resultante é entdo colocada em
frascos, ampolas ou cartuchos. As variacgdes desse processo
seriam reconhecidas por alguém com conhecimento basico na
técnica. Por exemplo, a ordem em gue o0s componentes séo
adicionados, se mais aditivos sao usados, a temperatura e pH
em que a formulacao é preparada, sdo todos os fatores que podem
ser otimizados para a concentracdo e meio de administracéo
usados.

[0084] No caso de uma formulacdo de uso em
multiplas doses, o agente bacteriostdtico pode ser adicionado
a solucao contendo o ingrediente ativo (interferon) ou em vez
disso, pode ser mantido em um frasco ou cartucho separado e em
seguida misturado a solugdao contendo o ingrediente ativo no
momento do uso.

[0085] As formulagdes da invencdo podem ser
administradas usando-se dispositivos reconhecidos. Os exemplos
compreendendo esses sistemas de frasco uUnico incluem auto-
injetores ou dispositivos de caneta de injecdo para
administracao de uma solugdo, como Rebiject®.

[0086] Os produtos neste reivindicados incluem
material de embalagem. O material de embalagem fornece, em
adicao as informacdes solicitadas pelas agéncias
regulamentares, as condic¢cdes sob as quais o produto pode ser

usado. O material de embalagem da presente invencdo fornece
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instrucdes ao paciente, se necessdrio, para preparar a solucéo
final e usar essa solucdao final por um periodo de vinte e
quatro horas ou mais para o produto de dois frascos,
molhado/seco. Para um frasco unico, produto em solucdo, a
etiqueta indica que tal solucdo pode ser armazenada apds o
primeiro uso por um periodo de vinte e quatro horas ou mais.
Os produtos neste reivindicados sdo Uteis para uso farmacéutico
humano.

[0087] As formulacdes preservadas estéveis
podem ser fornecidas a pacientes como solugdes transparentes.
A solucédo pode ser para dose Unica ou tempos multiplos de reuso
e pode ser o bastante para ciclos Unicos ou multiplos de
tratamento de pacientes e assim fornece um regime de tratamento
mais conveniente do que os atualmente disponiveis.

[0088] O interferon, seja nas formulagdes ou
solucdes estaveis ou preservadas aqui descritas, pode ser
administrado a um paciente de acordo com a presente invencgdo
por uma variedade de métodos de administracdo incluindo injecéo
via subcuténea ou intramuscular; transdérmico, pulmonar,
transmucosal, implante, bomba osmdética, cartucho, microbomba,
oral ou outros meios apreciados por aqueles com experiéncia na
técnica, conforme é conhecido pela técnica.

[0089] O termo “frasco” se refere de modo amplo
a um recipiente adequado para manter o interferon em forma
sélida ou liquida em um estado estéril contido. Exemplos de um
frasco conforme aqui utilizado incluem ampolas, cartuchos,
blisters ou outros recipientes adequados para administracao ao
paciente via seringa, bomba (incluindo a bomba osmdética),
cateter, adesivo transdérmico, spray pulmonar ou transmucosal.

Os frascos adequados para embalar produtos para administracao
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parenteral, pulmonar, transmucosal ou transdérmica sdo bem
conhecidos e reconhecidos na técnica.

[0090] O termo “tratamento” dentro do contexto
se refere a qualquer efeito benéfico na progressdo da doenca,
incluindo atenuacao, reducao, diminuicéo ou cessao do
desenvolvimento patoldgico apds a doenca se instalar.

[0091] As composicdes farmacéuticas da invencéo
compostas de IFN ou uma isoforma, muteina, proteina fundida,
derivado funcional, fracdo ativa ou sal sdo Uteis no
diagndéstico, prevencdo e tratamento (local ou sistémico) de
indicag¢dées clinicas gque respondem a terapia com esse
polipeptidio. Tais indicag¢des clinicas incluem, por exemplo,
disturbios ou doencas do sistema nervoso central (SNC), cérebro
e/ou coluna vertebral, incluindo esclerose multipla; doencas
autoimunes, incluindo artrite reumatdéide, psoriase, doenca de
Crohn; e cénceres, incluindo os canceres de mama, prdstata,
bexiga, rim e de cdélon.

[0092] Todas as referéncias aqui citadas,
incluindo artigos ou resumos de revistas especializadas,
pedidos de patente americana ou estrangeira publicados ou néo,
patentes americanas ou estrangeiras emitidas ou quaisquer
outras referéncias, sado totalmente incorporadas aqui por
referéncia, incluindo todos os dados, tabelas, figuras e texto
apresentados nas referéncias citadas. Além disso, todo o
contetdo das referéncias aqui citadas é totalmente incorporado
por referéncia.

[0093] Referéncias a etapas de método
conhecido, etapas de métodos convencionais, métodos conhecidos

ou convencional nao significam de forma alguma uma admissao de
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que qualquer aspecto, descricao ou configuracao da presente
invencado é revelado, ensinado ou sugerido na técnica relevante.
[0094] A descricao acima das configuracdes
especificas ird revelar a natureza geral da invencgdo de forma
tdo completa que terceiros poderdo, pela aplicacao dentro das
capacidades da técnica (incluindo o conteudo das referéncias
aqui citadas), modificad-la e/ou adaptd-la facilmente para
varias configuracdes especificas, sem experimentacdo indevida,
sem fugir do conceito geral da presente invencao. Portanto,
tais adaptacdes pretendem estar dentro do significado de uma
faixa de equivaléncia das configuracdes reveladas, com base no
ensinamento e na diretriz aqui apresentada. Deve ser entendido
que a fraseologia ou terminologia aqui empregada € para fins
de descricdo e nao de limitacdo, de modo que a terminologia ou
fraseologia da presente especificacdo deve ser interpretada
pela pessoa com experiéncia na técnica a luz dos ensinamentos
e diretrizes neste apresentados, em combinagdo com O
conhecimento de uma pessoa com conhecimento basico da técnica.
DESCRICAO DA FIGURAS
[0095] A presente patente é mais precisamente
descrita com base nas figuras abaixo relacionadas, nas quais:
« A figura 1 relata a porcentagem de formas oxidadas, que estéo
presentes nas formulacdes de multiplas doses de Interferon
beta-la com diferentes concentragdes de benzil alcool apds
armazenamento a 40°C;
« A figura 2 relata a porcentagem de formas oxidadas, que estéo
presentes nas formulacdes de multiplas doses de Interferon
beta-la com diferentes concentracgdes de benzil &lcool apds

armazenamento a 25°C;
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« A figura 3 relata a porcentagem de formas oxidadas, que estéo
presentes nas formulacdes de multiplas doses de Interferon
beta-la com diferentes concentracgdes de benzil &lcool apds
armazenamento de 2 a 8°C;

« A figura 4 relata a porcentagem total de agregados, que estéo
presentes nas formulacdes de multiplas doses de Interferon
beta-la com diferentes concentracdes de benzil &lcool apds
armazenamento a 40°C;

« A figura 5 relata a porcentagem total de agregados, que estéo
presentes nas formulacdes de multiplas doses de Interferon
beta-la com diferentes concentracdes de benzil &lcool apds
armazenamento a 25°C;

« A figura 6 relata a porcentagem total de agregados, que estéo
presentes nas formulacdes de multiplas doses de Interferon
beta-la com diferentes concentragdes de benzil &alcool apds
armazenamento de 2 a 8°C;

« A figura 7 mostra a porcentagem de formas oxidadas, que estéo
presentes nas formulacdes de multiplas doses de Interferon
beta-la com agentes bacteriostdticos alternativos apds
armazenamento a 25°C;

« A figura 8 relata a porcentagem de formas oxidadas, que estéo
presentes nas formulacdes de multiplas doses de Interferon
beta-la com agentes bacteriostdticos alternativos apds
armazenamento de 2 a 8°C;

« A figura 9 relata a porcentagem total de agregados, que estéo
presentes nas formulacdes de multiplas doses de Interferon
beta-la com agentes bacteriostdticos alternativos;

« A figura 10 mostra a porcentagem de formas oxidadas, que estéo
presentes nas formulacdes de multiplas doses de Interferon

beta-la com EDTA apds armazenamento a 25°C;
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« A figura 11 mostra a porcentagem total de agregados, que estéo
presentes nas formulacdes de multiplas doses de Interferon
beta-la com EDTA apds armazenamento a 25°C;

« A figura 12 mostra a eficacia de 0,012% de L-Metionina como
antioxidante (2 a 8°C); e

« A figura 13 mostra a eficacia de 0,012% de L-Metionina como
antioxidante (a 25%£2°C).

EXEMPLOS

Exemplo 1 - Formulacgdo liquida de Interferon beta-la livre de

HSA de dose uUnica em ampolas de injecéao

1.1 Estudos Preliminares de Compatibilidade

[0096] Os experimentos foram conduzidos para
verificar o efeito protetor mostrado por alguns excipientes
como antioxidantes e surfactantes, uma vez que se espera que a
eliminagcdo da albumina sérica humana (HSA) do produto atual
possa ter afetado o produto em termos de oxidacdo, formacdo de
agregados e adsorcgédo as superficies.

[0097] O Interferon beta-la foi formulado em
concentracgdes de 44mcg/ml e 88mcg/nl em tampdo de acetato de
sédio contendo 54, 6mg/ml de manitol em combinag¢do com varios
excipientes como 0,4% HSA, 0,012% de L-Metionina, Tween 20
(0,005%, 0,007%, 0,01%), Poloxamer 188 (a 0,05%, 0,1%, 0,5%).
As diferentes combinacgdes foram expostas a condicgdes
estressantes (armazenamento a 40°C ou turbilhonamento) e
testadas quanto a oxidacdo (por HPLC de fase reversa) e
agregacao (por HPLC de exclusao molecular).

[0098] As Tabelas DEP-1 e 2 resumem os niveis
de oxidacdo e agregacdo apds 2 semanas de armazenamento a 40°C.
A combinagdo de Interferon beta-la com os dois surfactantes

testados (Tween 20 e Poloxamer 188) resultou em um aumento no
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nivel de oxidacdo que, para cada tipo de surfactante, ¢é
dependente de concentracdo (Tabela DEP-1, combinacdes #4-6 e
#7-9); em um nivel de 0,5% de Poloxamer 188 (também mencionado
como Pluronic F-68 ou F-68), a substidncia da droga ¢é
completamente degradada (Tabela DEP-1, #9). Uma taxa de
degradacdo mais alta ¢é observada em Tween 20, conforme
esperado, em funcdo de espécies oxidantes (como perdéxidos) que
podem estar presentes na forma de residuos de sinteses.

[0099] Ambos o0s surfactantes nas diferentes
concentracgdes testadas ndo influenciam o nivel de agregacao
mediante armazenamento a 40°C (Tabela DEP-2).

Tabela DEP-1 Formas oxidadas (%) por HPLC de fase reversa apds

armazenamento a 40°C

T=0 2w
#1 IFN 44 3,0 6,5
#2 IFN 44 mcg + 0,4% HSA (atual) 24 55
#3 IFN 44 mcg + 0,012% L 3.9 6,2
#4 IFN 44 mcg 3,5 6,0
#5 IFN 44 mcg 34 7,0
#6 IFN 44 mcg 3,5 8,7
#7 IFN 44 mcg 3,5 6,9
#3 IFN 44 mcg 3,3 8,0
#9 IFN 44 mcg 3,6 n.m.
#10 IFN 44 mcg + 0,012% L-Met + 0,007% 35 6,9
#11 IFN 44 mcg + 0,012% L- 35 76

n. m. = ndo mensuravel, uma vez completo

Tabela DEP-2 Total de agregados (%) por HPLC de exclusao

molecular apds armazenamento a 40°C

T=0 2w
#1 IFN 44 2,6 2,8
#4 IFN 44 mcg 24 2,1
#5 IFN 44 mcg 2,8 2,0
#6 IFN 44 mcg 2,6 2,0
#7 IFN 44 meg 25 29
#3 IFN 44 meg 25 25
#9 IFN 44 meg 2,6 29

[00100] A Tabela DEP-3 mostra que ambos o0s

surfactantes, Tween 20 e Poloxamer 188 (F-68), usados em sua
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Concentracdo Critica de Micela (CMC), ajudam na prevencao da
agregacgao induzida pelo turbilhonamento por 5 minutos.
Tabela DEP-3 Total de agregados (%) por HPLC de exclusao

molecular apds turbilhonamento por 5 minutos

T=0 2w
#1 IFN 44 mcg 1,6 25
#3 IFN 44 mcg + 0,012% L-Met 1,4 24
#10 IFN 44 mcg + 0,012% L-Met + 0,007% Tween 20 1,4 1,3
#11 IFN 44 meg + 0,012% L-Met + 0,1% F-68 13 13

1.1.1 Caracteristicas fisico-gquimicas

[00101] As caracteristicas fisico-quimicas que
sdo conhecidas como criticas para a qualidade do produto da
droga sdo as quantidades de oxidacdo e de dimeros/agregados.
Essas caracteristicas s&o consideradas nos estudos de
compatibilidade, resumidas acima.
1.2 Excipientes
1.2.1 10mM de tampao de acetato de sdédio, pH 3,5

[00102] Um tampdo de acetato de sdédio com pH
3,5 contendo 54, 6mg/ml de manitol como agente de isotonicidade
estabiliza o) produto, conforme mostrado durante o
desenvolvimento prévio do produto atualmente comercializado
(Rebif®) e conforme descrito na patente européia 759.775.
1.2.2. Poloxamer 188

[00103] O Poloxamer 188 (ou Pluronic F-68) esta
incluido na formulacdo em um nivel de 0,1% (Concentracéo
Critica de Micela), a fim de prevenir a adsorcido da substéncia
da droga pela superficie dos recipientes durante o processo de
fabricacdo; concentracgdes maiores podem afetar de forma
negativa a estabilidade do produto (oxidacao maior);
concentragdes menores podem ser menos eficazes na limitacao da

adsorcao.
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[00104] A eficacia do Poloxamer 188 em prevenir
a adsorcdo da substédncia da droga durante o processo de
fabricacdo foi demonstrado pelo estudo a seguir: solucgdes
contendo 44mcg/ml de Interferon beta-la foram combinadas com 3
concentragdes diferentes de um surfactante (Tween 20 ou
Poloxamer 188) ou HSA, imitando o processo de fabricacao;
amostras foram retiradas em diferentes etapas (composicao,
filtracdo asséptica, preenchimento) e testadas por um método
de HPLC de fase reversa quantitativa.

[00105] As amostras a seguir foram retiradas:
« Antes da filtracao (AF)
« Apbs 12 filtracao (AF1)
« Apbs 22 filtracdao (AF2)
+« Apbs preenchimento (produto acabado a T = 0)

[00106] Os resultados foram relatados na Tabela
DEP-4 e sao expressos na forma de recuperagao (%) wversus o
valor inicial (ou seja, a solugao composta antes da filtracédo):
Poloxamer 188 ¢é mais eficaz do que Tween 20, mas tao eficaz
quanto HSA na prevencgao da adsorcao da substlncia de droga
durante a fabricacéo.

Tabela DEP-4 % de recuperagao de Interferon beta-la durante a

fabricacao
Sem HSA/sem surfactante HSA 0,003% 0,007% 0,02% 0,05% 0,1% 0,1%
Tween 20 | Tween20 | Tween 20 F-68 F-68 F-68
AF1 97,8 97,5 98,2 97,7 99,1 98,3 98,6 98,9
AF2 94,5 97,3 96,3 96,6 97,6 97,0 98,4 98,3
T=0 93,8 96,9 95,8 95,7 96,3 96,5 97,0 98,0

[00107] Diferentes graus de ©Poloxamer 188
obtidos de diferentes fornecedores foram investigados em termos
de produtos da oxidagdo mediante condigcdes aceleradas (2
semanas a 40°C) para definir a gqualidade a ser usada: Poloxamer

188 da BASF foi escolhido, pois ele fornece um nivel menor de
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estdao resumidos na Tabela DEP-5:

Tabela DEP-5 % de formas oxidadas detectadas em formulacdes

X

Os resultados

contendo 0,1% de Poloxamer 188 (diferentes qualidades
fornecedores)
Fornecedor Qualidade T=0 1 semana a 40°C 2 semanas a 40°C

BASF Grau Farmacéutico 2,6 - 3,2

Fluka Para GC - 38 47

Sigma Para bioquimica 32 4.4
1.2.3 L-Metionina

[00108] A L-Metionina (L-Met) estd incluida na

formulacdo a um nivel de 0,012%
eficadcia dessa concentracdao é mostrada pela comparagdo com uma
formulacdo gque nao contém L-Metionina;
(0,05%, 0,1%) de L-Metionina mostram um efeito compardvel sobre

a estabilidade.

para limitar a oxidacdo.

concentracdes maiores

Os produtos de oxidacdo detectados mediante

armazenamento a 40°C sao mostrados na Tabela DEP-6.

Tabela DEP-06

beta-la contendo nivel diferentes de L-Metionina

o)

% de formas oxidadas em formulacdes de Interferon

(L—-Met)

T=0 1 semana a 40°C 2 semanas a 40°C
IFNB-1a 44 mcg 2,8 38 7,6
IFNB-1a 44 mcg + 0,012% L-Met - 29 53
IFNB-1a 44 mcg + 0,05% L-Met 3,0 5,1
IFNB-1a 44 meg + 0,1% L-Met 2,6 5,0
[00109] Durante o desenvolvimento da

formulacdo, a eficdcia de L-Metionina como um antioxidante foi
confirmada pelos dados de estabilidade de trés meses a 2-8°C e
25+2°C, gerada em formulagdes com L-Metionina em combinacao
com surfactantes: L-Metionina é eficaz como antioxidante em um
nivel de 0,012% e podem garantir uma estabilidade comparavel a
observada pelo produto atual (ver Figuras 12 e 13).

1.3 Produto da Droga

1.3.2 Desenvolvimento da Formulacao
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[00110] O desenvolvimento da nova formulacéao
livre de HSA de Interferon beta-la focado na confirmacao dos
resultados das investigacdes preliminares (eficdcia de L-
Metionina como antioxidante, inclusdo de Poloxamer 188 para
prevenir perdas durante a fabricacao) no recipiente final.

[00111] Solugodes de Interferon beta-1a a
44mcg/ml e 88mcg/ml contendo 54, mg/ml de manitol em 10mM de
tampdo de acetato de sédio a pH 3,5 foram preparadas e os
seguintes excipientes incluidos:

+ Tween 20 (0,003%, 0,007%, 0,02%)

+ Poloxamer 188 (0,05%, 0,1%, 0,2%)

« L-Metionina (0%, 0,012%)

« HSA (0,4%, formulagcado atual, designada como “ref”)

[00112] A composicgdo das formulagdes que foram
investigadas ¢ mostrada na Tabela DEP-7.

Tabela DEP-7 Composicdo de formulagdes contendo Interferon

beta-1la
Formulag@o IFNB-1a Manitol (mg) | Tween 20 Poloxamer 188 HSA L-Metionina 10 mM tampé&o
(mcg) (mg) (mg) (mg) (mg) acetato pH 3,5
IFN-1 44 54,6 0,03 - - - g.s.alml
IFN-2 44 54,6 0,07 - - - gs.alml
IFN-3 44 54,6 0,2 - - - gs.alml
IFN-4 44 54,6 - 05 - - gs.aliml
IFN-5 44 54,6 - 1 - - gs.alml
IFN-6 44 54,6 - 2 - - gs.alml
IFN-7 (ref) 44 54,6 - - 4 - g.s.alml
IFN-8 44 54,6 - - - - gs.alml
IFN-9 44 54,6 0,2 - - 0,12 g.s.alml
IFN-10 44 54,6 - 2 - 0,12 g.s.alml
IFN-11 88 54,6 - 1 - 0,12 gs.alml

[00113] As formulagbes foram fabricadas de
acordo com o procedimento descrito a seguir:

[00114] 90ml de cada formulacgéao foram
fabricadas sob condig¢des assépticas, por composto da gquantidade
necessaria de excipientes dissolvidas em dgua para injec¢do com

a substéncia de droga (Interferon beta-la); as formulacdes
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foram entdo filtradas através de uma membrana de 0,22um
(filtradas duas vezes por meio de dois filtros de membrana) e
0,5ml de cada solugdo preenchida em seringas de vidro Hypak de
Iml. O tamanho de lote era de cerca de 180 seringas.
[00115] As formulacdes foram entdao armazenadas
a 2-8°C, 25+2°C e 40+2°C e testadas quanto a estabilidade até
12 semanas (até 6 semanas em amostras armazenadas a 40+£2°C).
[00116] Os testes analiticos e métodos a seguir
foram usados durante o desenvolvimento (para mais detalhes
sobre esses ensaios veja o Exemplo 2):
« bicatividade (ensaio de CPE)
- ensaio (método de HPLC de fase reversa)
« produtos de oxidacdo (método de HPLC de fase reversa)
« dimeros/agregados (método de HPLC de exclusdo molecular e
SDS-PAGE)
+ pH (método potenciométrico)
« osmolalidade (medigao crioscédpica)
[00117] Os resultados e sua avaliacdo estéo
resumidos nas Tabelas DEP-8 a DEP-17.
Tabela DEP-8 Bioidentidade (MIU/ml)

2a8°C

Tempo 0 4 semanas 8 semanas 12 semanas
IFN-1 11,7 12,4 11,6 11,0
IFN-2 11,5 12,1 11,9 11,1
IFN-3 11,3 10,0 9,9 9,7
IFN-4 11,8 11,8 12,4 11,1
IFN-5 12,1 12,3 12,6 11,6
IFN-6 12,1 12,2 114 10,7
IFN-7 12,1 12,4 12,6 11,1
IFN-8 11,2 11,4 11,5 10,8
IFN-9 11,2 12,4 12,7 11,9
IFN-10 12,0 13,0 12,4 11,6

25°C

Tempo 0 2 semanas 4 semanas 8 semanas 12 semanas
IFN-1 11,7 11,2 11,5 11,0 10,7
IFN-2 11,5 11,8 11,3 11,1 10,7
IFN-3 11,3 10,7 10,6 10,4 8,9
IFN-4 11,8 10,8 11,8 12,2 11,6
IFN-5 12,1 12,3 12,5 12,0 10,9
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Continuagdo Tabela DEP-8

IFN-6 121 12,9 12,0 11,5 10,5

IFN-7 12,1 11,2 12,7 12,8 11,3

IFN-8 11,2 111 11,5 11,6 10,9

IFN-9 11,2 11,0 121 11,5 10,9

IFN-10 12,0 11,7 11,8 12,5 11,6

40°C
Tempo 0 2 semanas 4 semanas 6 semanas

IFN-1 11,7 94 9,4 9,6
IFN-2 11,5 10,0 9,7 9,6
IFN-3 11,3 78 72 6,0
IFN-4 11,8 10,9 114 13,0
IFN-5 12,1 12,1 13,1 12,1
IFN-6 12,1 11,6 12,7 114
IFN-7 12,1 11,0 12,2 12,0
IFN-8 11,2 11,0 11,6 12,0
IFN-9 11,2 10,1 9,1 71
IFN-10 12,0 12,3 12,0 11,0

[00118] Os desvios calculados por andlise de
regressao linear e resumidos na Tabela DEP-9 mostram uma
diminuicdo na atividade bioldégica de todas as formulacdes
contendo Tween 20 (#1, 2, 3, 9) e armazenados a 40°C; uma
diminui¢do na bioatividade é também observada nas formulacgdes
#3 e 6 (mais alta concentracdo de surfactantes) apds o
armazenamento a 25°C e 2-8°C.

Tabela DEP-9 Andlise de regressdo linear para bioidentidade

(desvios expressos como MIU/ml X semana)

IFN-1 IFN-2 IFN-3 IFN-4 IFN-5 IFN-6 IFN-7 IFN-8 IFN-9 IFN-10

2-8°C 0,07 -0,04 0,12 -0,04 -0,03 0,13 -0,06 -0,03 0,06 0,06

25°C -0,08 0,08 -0,17 0,03 0,10 -0,17 0,02 0,01 -0,02 -0,00

40°C -0,32 0,29 -0,83 0,20 0,05 -0,05 0,06 0,16 -0,67 -0,17

Tabela DEP-10 Ensaio (mcg/seringa) por HPLC de fase reversa
2a8°C
Tempo 0 4 semanas 8 semanas 12 semanas

IFN-1 234 21,5 22,8 21,2
IFN-2 22,9 214 22,2 21,1
IFN-3 224 20,8 20,8 20,2
IFN-4 229 224 23,1 21,2
IFN-5 23,6 23,3 21,7 22,2
IFN-6 23,1 214 22,9 21,2
IFN-7 23,0 22,8 234 22,0
IFN-8 21,2 20,0 23,5 20,0
IFN-9 23,0 21,7 21,6 22,1
IFN-10 22,8 22,6 22,7 23,2
IFN-11 45,6 439 44,3 447
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Continuagao Tabela DEP-10
25°C
Tempo 0 2 semanas 4 semanas 8 semanas 12 semanas
IFN-1 234 20,5 20,7 20,7 20,1
IFN-2 22,9 21,2 19,8 20,8 19,7
IFN-3 224 19,9 19,1 17,6 16,6
IFN-4 229 21,5 22,2 225 21,1
IFN-5 23,6 234 23,0 23,6 214
IFN-6 23,1 22,6 20,7 22,0 20,5
IFN-7 23,0 231 22,9 23,2 22,6
IFN-8 21,2 20,8 19,8 20,8 19,7
IFN-9 23,0 20,5 20,2 18,2 18,6
IFN-10 22,8 22,2 22,6 22,0 22,3
[FN-11 45,6 45,2 44,6 43,4 448
40°C
Tempo 0 2 semanas 4 semanas 6 semanas
IFN-1 234 18,8 17,8 16,6
IFN-2 229 18,5 16,2 154
IFN-3 224 15,1 11,2 10,4
IFN-4 22,9 20,1 19,8 18,7
IFN-5 23,6 21,8 21,0 19,6
IFN-6 231 20,7 18,8 18,7
IFN-7 23,0 20,6 18,8 16,7
IFN-8 21,2 19,6 18,3 18,1
IFN-9 23,0 16,8 12,7 13,1
IFN-10 22,8 20,5 19,8 19,9
IFN-11 45,6 434 41,5 40,1

[00119] Os desvios calculados por andlise de
regressao linear e resumidos na Tabela DEP-11 mostram uma perda
maior do conteudo de proteina das formulagdes contendo Tween
20 (#1, 2, 3, 9) e armazenados a 40°C; a mesma tendéncia é
observada a 25°C assim como nas formulacdes #5 e 6. Uma
diminuig¢do significante no contetdo de proteina ocorre a 2-8°C
nas formulacdes #1, 2, 3 (com Tween 20), 4, 5 (com Poloxamer
188) e 9 (com Tween 20 e L-Metionina).

Tabela DEP-11 Anédlise de regressdao linear para o ensaio

(desvios expressos como mcg/seringa X semana)

IFN-1 IFN-2 IFN-3 IFN-4 IFN-5 IFN-6 IFN-7 IFN-8 IFN-9 | IFN-10 | IFN-11
2-8°C -0.13 -0.11 -0.16 -0.11 -0.14 -0.11 -0.06 -0.00 -0.07 -0.03 -0.06
25°C -0.19 -0.20 -0.44 0.15 0,15 -0.18 -0.03 -0.09 -0.34 -0.04 -0.10
40°C -1.10 -1.20 -2.00 -0.64 -0.76 -0.76 -1.00 -0.53 -1.70 047 -0.92

Tabela DEP-12 % formas oxidadas por HPLC de fase reversa.

2a8°C
Tempo 0 4 semanas 8 semanas 12 semanas
IFN-1 2,8 2,8 3,3 34
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Continuagao Tabela DEP-12
IFN-2 25 29 34 34
IFN-3 2,7 30 4.2 45
IFN-4 2,6 2,6 3,6 32
IFN-5 28 2,8 3,6 32
IFN-6 25 3,1 45 44
IFN-7 1,5 1,5 1,7 1,3
IFN-8 28 29 32 31
IFN-9 3,3 34 34 3,6
IFN-10 3,0 3.2 3,0 3,0
[FN-11 2,6 29 29 29
25°C
Tempo 0 2 semanas 4 semanas 8 semanas 12 semanas
[FN-1 28 3,0 3,1 42 43
IFN-2 25 3,0 3,1 34 46
IFN-3 2,7 35 3,9 6,7 6,8
IFN-4 2,6 3,0 3,1 47 48
IFN-5 28 3,0 3,1 44 45
IFN-6 25 3,0 3.2 6,5 57
IFN-7 15 1,7 19 2,0 2,3
IFN-8 28 3,1 29 41 43
IFN-9 3,3 34 3,5 39 44
IFN-10 3,0 3,0 3.2 3,3 3,5
IFN-11 2,6 28 3,1 32 34
40°C
Tempo 0 2 semanas 4 semanas 6 semanas
IFN-1 2,8 6,0 8,3 12,4
IFN-2 25 3.7 8,7 10,7
IFN-3 2,7 8,8 12,3 16,9
IFN-4 2,6 4,1 6,7 10,36
IFN-5 28 3.7 72 9,6
IFN-6 25 49 7,6 13,3
IFN-7 1,5 2,8 39 11,8
IFN-8 2,8 38 7,6 10,7
IFN-9 3,3 57 8,6 12,8
IFN-10 3,0 3,6 9,3 9,7
[FN-11 2,6 3,2 53 6,8

[00120] Os desvios calculados por andlise de
regressado linear e resumidos na Tabela DEP-13 mostram gque as
formulagcdes contendo Tween 20 tém uma taxa de oxidacdo maior
quando comparadas as formulacdes contendo Poloxamer 188 e um
nivel de oxidacdo dependente da concentracao de Tween 20.

[00121] A eficdcia de L-Metionina na limitacéao
da oxidacdo nas diferentes temperaturas testadas é demonstrada
também pela comparacdao da formulacao #9 (Tween 20 + L-
Metionina) com #3 (Tween 20) e formulacdo #10 (Poloxamer 188 +

L-Metionina) com #6 (Poloxamer 188).
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Tabela DEP-13 Andlise de regressdo linear das formas oxidadas

o)

(desvios expressos como % de formas oxidadas/semana)

IFN-1 IFN-2 IFN-3 IFN-4 IFN-5 IFN-6 IFN-7 IFN-8 IFN-9 IFN-10 IFN-11
2-8°C 0,06 0,08 0,17 0,07 0,05 0,17 0,01 0,03 0,02 0,00 0,02
25°C 0,14 0,16 0,38 0,21 0,16 0,29 0,06 0,14 0,09 0,04 0,06
40°C 1,60 1,50 2,30 1,30 1,20 1,80 1,60 1,40 1,60 1,30 0,74

Tabela DEP-14 Total de agregados (%) por HPLC de fase reversa
ou SDS-PAGE

2a8°C
Tempo 0 4 semanas 8 semanas 12 semanas
IFN-1 08 05 0,7 05
IFN-2 08 0,4 0,7 0,3
IFN-3 1,1 0,6 0,9 1,2
IFN-4 1,2 0,9 14 1,7
IFN-5 1,0 1,4 0,9 1,6
IFN-6 11 1,8 0,9 1,5
IFN-7 <3% <3% <3% <4,5%
IFN-8 1,2 1,6 1,2 2,0
IFN-9 17 14 1,7 1,2
IFN-10 14 1,3 1,3 1,3
IFN-11 14 0,9 0,4 1,7
25°C
Tempo 0 2 semanas 4 semanas 8 semanas 12 semanas
IFN-1 038 0,4 0,2 0,2 0,3
IFN-2 08 0,4 0,1 0,3 0,0
IFN-3 11 0,6 0,3 0,3 05
IFN-4 1,2 1,2 0,6 0,9 09
IFN-5 1,0 0,6 0,8 0,4 09
IFN-6 1,1 0,7 0,9 0,6 038
IFN-7 <3% <3% <3% <3% <4,5%
IFN-8 1,2 08 0,9 0,4 0,9
IFN-9 1,7 0,6 0,9 0,6 05
IFN-10 14 05 0,7 05 05
IFN-11 14 11 0,9 05 1,4
40°C
Tempo 0 2 semanas 4 semanas 6 semanas
IFN-1 08 0,5 04 09
IFN-2 0,8 0,6 0,6 038
IFN-3 1,1 0,7 05 0,6
IFN-4 1,2 14 0,6 1,1
IFN-5 1,0 0,9 1,1 14
IFN-6 1,1 11 1,2 14
IFN-7 * <3% <3% <3% <4,5%
IFN-8 1,2 0,8 0,7 0,6
IFN-9 1,7 0,8 1,0 0,6
IFN-10 14 08 14 1,0
[FN-11 14 1,3 1,2 1,8

*por SDS—-PAGE
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[00122] Os desvios calculados por anédlise de
regressao linear e resumidos na Tabela DEP-15 mostram que nao
ocorre nenhum aumento significante no total de contetdo de
agregados com o armazenamento em diferentes temperaturas.
Tabela DEP-15 Andlise de regressadao linear de total de agregados

[o)

(desvios expressos como % de total de agregados/semana)

IFN-1 IFN-2 IFN-3 IFN-4 IFN-5 IFN-6 IFN-8 IFN-9 IFN-10 IFN-11
2-8°C 0,01 0,03 0,01 0,04 0,04 0,01 0,05 -0,03 0,01 0,01
25°C 0,04 0,05 -0,04 0,03 -0,01 0,03 -0,03 -0,07 0,05 -0,01
40°C 0,01 0,01 -0,09 0,07 0,07 0,05 0,10 0,15 0,03 0,07
Tabela DEP-16 Valores de pH a 2-8°C
2a8°C
Tempo 0 4 semanas 8 semanas 12 semanas 24 semanas 104 semanas
IFN-1 3,7 3,7 3,7 3,7 - -
IFN-2 3,7 3,7 3,7 3,7 - -
IFN-3 3,7 3,7 3,6 3,6 - -
IFN-4 3,7 38 3,7 3,6 - -
IFN-5 3,7 3,7 3,7 3,7 - -
IFN-6 3,6 3,7 3,7 3,7 - 37
IFN-7 3,6 35 3,6 3,6 - 3,6
IFN-8 3,6 3,6 3,7 3,7 - 37
IFN-9 3,6 3,7 3,6 3.7 - -
IFN-10 3,6 3,7 3,7 3,7 - 3,7
IFN-11 35 3,6 3,6 3,6 3,6 -
25°C
Tempo 0 2 semanas 4 semanas 8 semanas 12 semanas 24 semanas
IFN-1 3,7 3,6 338 3,6 3.7 -
IFN-2 3,7 3,6 38 3,6 3,7 -
IFN-3 3,7 3,6 38 3,7 3,7 -
IFN-4 3,7 3,6 38 3,7 3,7 -
IFN-5 3,7 3,7 3,6 3,7 3,7 -
IFN-6 3,6 3,7 3,7 3,6 3,7 -
IFN-7 3,6 3,6 35 3,6 3,6 -
IFN-8 3,6 3,7 3,6 3.7 3,7 -
IFN-9 3,6 3,7 3,7 3,6 3,6 -
IFN-10 3,6 3,7 3.7 3.7 3,6 -
IFN-11 3,5 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6
40°C
Tempo 0 2 semanas 4 semanas 6 semanas
IFN-1 3,7 3,6 3,7 3,7
IFN-2 3,7 3,6 3.7 338
IFN-3 3,7 3,6 3.7 338
IFN-4 3,7 3,6 3.7 38
IFN-5 3,7 3,7 3,6 3.7
IFN-6 3,6 3,7 3,6 4,0
IFN-7 3,6 3,6 3,6 3,6
IFN-8 3,6 3,6 3,7 3,7
IFN-9 3,6 3,6 3,7 3,7
IFN-10 3,6 3,7 3,7 3,6
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Continuacao da Tabela DEP-16
IFN-11 | 35 | 36 | 35 | 36

[00123] Nenhuma troca de pH é observada com o
armazenamento.

Tabela DEP-17 Osmolalidade (OSM/kg)

IFN-1 0,348
IFN-2 0,345
IFN-3 0,345
IFN-4 0,346
IFN-5 0,354
IFN-6 0,358
IFN-7 0,399
IFN-8 0,354
IFN-9 0,369
IFN-10 0,366
IFN-11 0,361

[00124] A osmolalidade das formulacgdes testadas
¢ adequada.

[00125] Com base nos resultados do
desenvolvimento da formulacado, foi selecionada a formulacéao

livre de HSA a seguir:

44 ou 88mcg/ml de Interferon beta-la em tampdo de acetato de

sédio de pH 3,5 contendo

54, 6mg/ml manitol,

lmg/ml Poloxamer 188

0,12mg/ml de L-Metionina
1.3.2.Envelhecimento

[00126] Nao se aplica nenhum envelhecimento.
1.3.3Propriedades Fisico-quimicas e Bioldgicas

[00127] Essas caracteristicas foram
consideradas nos estudos de desenvolvimento de formulacéao,
conforme descrito acima.
1.4 Desenvolvimento do Processo de Fabricacéao

1.4.1 Desenvolvimento do Processo de Fabricacéao
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[00128] O atual processo de fabricagdao foi
adaptado a preparacdo dos lotes em escala de laboratdério da
nova formulacédo: a substédncia da droga foi composta diretamente
com 1ingredientes; em seguida uma filtracdo foi feita para
imitar o processo em escala industrial que prevé uma filtracéo
asséptica seguida por uma filtracdo em linha antes do
preenchimento de seringa. As seringas foram entao preenchidas
manualmente com a solucgdo estéril final.

[00129] As duas etapas de filtragcdo e o
preenchimento de seringa foram feitos sob fluxo laminar.

[00130] Uma descrigcao de cada etapa do processo
é feita a seqguir.

1.4.2. Célculos Preliminares

[00131] A quantidade de substéncia da droga
Interferon beta-la D(mg) necessaria para se obter uma solugédo
de 44mcg/ml:

D(mg) = 44mcg/ml x 90ml = 3960mcg = 3, 96mg

[00132] Volume de substéncia da droga

Interferon beta-la B(ml) correspondente a quantidade D (mg) :
B(ml) = 3,96mg: titulagdo de volume (mg/ml)

[00133] Volume de solugdo de excipiente V(ml)

necessaria para se obter 90 ml de uma solucgdo de 44mcg/ml:
V(ml) = 90ml - B(ml)*

*(d [simbolo] 1g/ml)

1.4.3 Preparacdo de 1M de solugdo de hidrdéxido de sdédio

[00134] Foi preparado 1M de hidréxido de sdédio
em adgua de injecédo.

1.4.4 Preparacado de 0,01M de tampdo de acetato de sdédio pH 3,5

[00135] Uma quantidade adequada de acido

acético glacial foi adicionada a &gua de injecdo e o pH foi
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ajustado para 3,5%0,2 usando 1M NaOH ou 50% de 4acido acético
diluido. A solucdo foi preenchida até o volume final usando
dgua de injecéo.
1.4.5Preparacao da solugado excipiente

[00136] A quantidade calculada de excipientes
(manitol, Tween 20 ou Poloxamer 188, L-Metionina) foil pesada e
dissolvida na guantidade necessaria de 0,01M de tampao de
acetato de sdédio pH 3,5; o pH é entdo checado e ajustado, se
necesséario, para 3,5%0,2 com 1M de NaOH ou 50% de acido acético
diluido; a solucdao ¢ entdo preenchida até o peso final com
0,01lM de tampdo de acetato de sdédio.
1.4.6 Composicdo da solucdo da substéncia da droga

[00137] A quantidade necessaria B (g9) da
substdncia de droga Interferon beta-la ¢é adicionada a
quantidade necessaria da solucao excipiente V(g) e gentilmente
mexida para se obter homogeneidade.
1.4.7 12 Filtracdo da solugao da substancia da droga

[00138] A solugdo composta € entdo filtrada

através de uma membrana de nailon de 0,2um (Ultipor N66 0, 2um,

@ 2,5cm, Pall), montada sobre um suporte de aco inoxidéavel,
sob pressdo de nitrogénio (lbar max.) e coletada em um béquer
de wvidro.
1.4.8 22 Filtracdo da solugao da substancia da droga
[00139] A solucédo da filtracdo anterior é entéo
filtrada através de uma nova membrana de ndilon de 0,2um sob
as mesmas condicgdes.
1.4.9 Preenchimento de seringas
[00140] Seringas de vidro de Iml foram
assepticamente preenchidas com 0,5ml da solucao final.

1.4.10 Temperatura durante o processo
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[00141] Durante todo o processo a temperatura
¢ mantida o mais prdéximo possivel a condicgdes refrigeradas,
usando-se agua de injecdo refrigerada e armazenando a solucgéao
de excipiente e as solucgdes compostas a 2-8°C.

Exemplo 2 - Formulacgdo liquida de Interferon beta-la livre de

HSA de multiplas doses em cartuchos adequados para um auto-

injetor.

[00142] A necessidade de se desenvolver um
produto de doses multiplas em cartuchos surgiu durante o
desenvolvimento de uma nova formulagao livre de HSA que visava
a eliminacdo de HSA do produto atualmente comercializado em
seringas. A formulacdo em doses multiplas aumentaria a
conveniéncia ao permitir a auto-administracgdo por meio de um
auto-injetor.

[00143] Os agentes bacteriostéaticos mais
comumente usados (0,3% de m-cresol, 0,5% de fenol e 0,9% de
benzil &lcool) foram inicialmente estudados em combinacdo com
a substancia ativa e comparados a formula de dose Unica em
seringa selecionada no quadro de desenvolvimento de dose Unica
(44 ou 88mcg/ml de Interferon beta-la, 54,6 mg/ml de manitol,
lmg/ml de Poloxamer 188, 0,12mg/ml de L-metionina em 10mM de
tampao de acetato de sdédio a pH 3,5); foram observados os
seguintes dados:

«+ A inclusdo de cada um dos agentes bacteriostdticos, nas
concentracdes comumente usadas para prevenir a contaminacao
microbiana, determinou um aumento nas formas oxidadas e
promoveu um dramdtico aumento na agregacao;

+ 0,3% de m-cresol e a combinacdo de 0,5% de fenol com 0,1% de

Poloxamer 188 determinou um aumento dramdtico em agregacéao.
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[00144] Com Dbase nas informacdes obtidas
durante a pré-formulacdo, o desenvolvimento da formulagdo focou
inicialmente em benzil &4lcool e fenol (sem Poloxamer 188) assim
como em agentes bacteriostdticos adicionais (clorobutanol,
feniletanol); o EDTA foi também investigado em combinacdo com
benzil 4lcool: a oxidacdo e agregacdo da droga ativa foram as
principais trilhas de degradacdo observadas; mostrou-se gque a
reducdo da quantidade de benzil dlcool na formulacdo aumenta a
vida de prateleira do produto.

[00145] Todos os outros agentes preservativos
investigados durante esta fase nao resultaram em um
aprimoramento significante da estabilidade do produto.

[00146] No fim do desenvolvimento da formulacéo
as formulagcdes de dose multipla candidatas a seguir foram
identificadas:

« Formulacao B - 264mcg de Interferon beta-la, 163,8mg de
manitol, 3mg de Poloxamer 188, 0,36 mg de L-metionina, 6mg
de benzil &lcool em 3ml de 10mM de tampdo de acetato de sddio
pH 3,5

« Formulacao A - 264mcg de Interferon beta-la, 163,8mg de
manitol, 3mg de Poloxamer 188, 0,36 mg de L-metionina em 2, 7ml
de 11lmM tampdo de acetato de sdédio ph 3,5 sdao misturados com
0,3ml de 3% de benzil &lcool em &agua de injecdo obtendo-se
assim a formulacdo de multipla dose final.

[00147] Trés lotes de escala em labotdério foram
fabricados para cada formulacdo candidata e testados quanto a
estabilidade indicado métodos até 6 meses: nenhuma degradacao
significante ocorreu nas duas formulagdes candidatas mediante
armazenamento a 2-8°C; a principal degradagdo a ocorrer

mediante condig¢des aceleradas (25°C) é a oxidacéao.

Peticdo 870210034723, de 16/04/2021, pag. 55/156



50/69

[00148] Ao final do estudo, duas formulacdes de
miltiplas doses candidatas foram identificadas com um perfil
de estabilidade comparavel:

« A Formulacdo B é uma formulacdo de dose multipla pronta para
uso contendo 0,2% de benzil &lcool;

« A Formulacdo A é uma formulacdo de dose multipla contendo
0,3% de benzil 4lcool gque é obtida apds misturar—-se o conteutdo
de 2 cartuchos (um contendo o principio ativo e os excipientes
e um contendo a quantidade necessdria de benzil &lcool para
se alcancar a apresentacao final).

2.1 Objetivo do estudo

[00149] O objetivo desse estudo era desenvolver
uma formulacdo livre de HSA de doses multiplas de Interferon
beta-la a 264mcg em cartuchos de 3ml para permitir a
administracdo por um auto-injetor.

2.2 Peca Experimental

2.2.1 Materiais

« Interferon beta-la (Serono S.A.)

« Manitol DAB, Ph Eur, Farmacopéia Americana, FCC, E421 (Merck)

« Acido acético glacial 100% GR (Merck)

« Pellets de hidrdéxido de sédio GR (Merck)

« Poloxamer 188 (Lutrol F 68 DAC, Farmacopéia Americana /NF,
BASF)

«+ L-Metionina para biogquimica (Merck)

« M-Cresol para sintese (Merck)

« Fenol para sintese (Merck)

« Benzil 4lcool Ph Eur, BP, NF (Merck)

+ Clorobutanol (Aldrich)

« Feniletanol (Sigma)
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« Metilparabeno de sédio BP, Farmacopéia Americana /NF
(Formenti)

« Propilparabeno de sdédio BP, Farmacopéia Americana /NF
(Formenti)

« Sal dissdédico EDTA (Fluka)

«+ 1,2-Propanodiol extrapuro DAB, Ph Eur, BP, Farmacopéia
Americana (Merck)

« Acetonitrila (Merck)

« Acido trifluoroacético (Baker)

« Acido heptafluorobutirico (Pierce)

2.2.2 Equipamentos

- Sistemas de HPLC (Waters)

« Software Millenium 32 (Waters)

« Osmbmetro (Osmomat 030-D, Gonotec)

+ Medidor de pH (mod. 654, Metrohm)

+« Pipetas calibradas (Gilson)

« Membranas de nailon de 0,2um Ultipor N66, FTKNF, & 4,7cm
(Pall)

« Membranas de nailon de 0,2um Ultipor N66, NR 14225, & 14,2cm
(Pall)

« Suportes de aco inoxidavel, @ 4,7cm e & 10cm (Sartorius)
« Tanque de ag¢o inoxidével (Sartorius)
« Coluna C4 5um (0,46 x 25cm) (Baker)
« Coluna C4, Supelcosil LC-304 5um (0,46 x 25cm) (Supelco)
« Coluna TSK, G2000SWXL (0,46 x 25cm) (TosoHaas)
2.3 Estudo Pré-Formulacao
[00150] Os agentes bacteriostaticos mais
comumente usados (0,3% de m-cresol, 0,5% de fenol e 0,9% de
benzil 4lcool) foram inicialmente estudados em combinacdo com

a substéncia ativa e diferentes misturas de excipiente no
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recipiente final (cartuchos de 3ml): tampao de acetato, tampao
de acetato/manitol, tampdo de acetato/manitol/L-Met/Poloxamer
188. A compatibilidade da substadncia ativa nos diferentes
ambientes foi investigada em termos de oxidacao (por HPLC de
fase reversa) e agregacao (por HPLC de exclusao molecular)
mediante armazenamento a 40°C. Um resumo das formulacgdes
investigadas durante as diferentes etapas dessa fase preliminar
é¢ dado na Tabela 1.

[00151] O efeito da inclusadao de cada agente
bacteriostdtico foi comparado a férmula de dose Unica
(referéncia) selecionada no quadro de um desenvolvimento de
dose uUnica na seringa (44 ou 88mcg/ml de Interferon beta-1la,
54, 6mg/ml de manitol, 1lmg/ml de Poloxamer 188, 0,12mg/ml de L-
metionina em 10mM de tampdo de acetato de sdédio a pH 3,5.
Tabela 1: Composicgdes das formulagdes de doses multiplas de

Interferon beta-la (pré-formulacdao)

Formulagéo Composicéo
Referéncia Ace/Man/Plu/Met1
Ace/CR
Ace/PH
Ace/BA

I|®|mfm

| Ace/Man/CR

J Ace/Man/PH

K Ace/Man/BA

I Y AceMan
Ace/Man/PH

Ace/Man/Met1/PH

M
N
0 Ace/Man/Met2/PH
P
Q
R

Ace/Man/Plu/PH
Ace/Man/Plu/Met1/PH
___________________________________________________________________________ AcelManPluMe2PH
Ace/Man/BA
Ace/Man/Met1/BA
Ace/Man/Met2/BA
Ace/Man/Plu/BA
Ace/Man/Plu/Met1/BA
Ace/Man/Plu/Met2/BA

Ace = 10mM de tampdo de acetato de sédio pH 3,5; Man =

x|S|<|c|H|»w

54,6mg/ml; Plu = Img/ml de Poloxamer 188; Metl = 0,12mg/ml de
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L-metionina; Met2 = 0,24 de mg/ml de L-metionina; CR = 3mg/ml
de m-cresol; PH = 5mg/ml de fenol; BA = 9mg/ml de benzil alcool
2.4 Desenvolvimento da Formulacao

[00152] Com Dbase nas informacdes obtidas
durante a pré-formulacdo, o desenvolvimento da formulacdo focou
inicialmente em benzil &lcool e fenol; agentes preservativos
adicionais (clorobutanol, feniletanol) e EDTA combinados ao
benzil 4&lcool também foram investigados. Uma formulacéo
comparativa (MS-3), correspondente a nova formulacdo livre de
HSA da dose tGnica de Interferon beta-la, também foi preparada
em cartuchos e usada como referéncia.

[00153] A composicdo (em mg/ml) das formulacgdes
fabricadas durante essa fase é relatada nas Tabelas 2 a 5:
Tabela 2. Formulagdes de doses multiplas de Interferon beta-la

contendo benzil &dlcool (composicdo em mg/ml)

# IFN Manitol Poloxamer 188 L-Met Benzil &lcool Tampéo de acetato
MS-3 (ref.) 0,088 54,6 1 0,12 - gs.alml
MS-13 0,088 54,6 1 0,12 1,5 gs.aliml
MS-14 0,088 54,6 - 0,12 1,5 gs.alml
MS-15 0,088 54,6 1 0,12 3 gs.aliml
MS-16 0,088 54,6 - 0,12 3 gs.alml
MS-17 0,088 54,6 1 0,12 45 gs.alml
MS-18 0,088 54,6 - 0,12 45 gs.alml
MS-1 0,088 54,6 1 0,12 9 gs.aliml
MS-2 0,088 54,6 - 0,12 9 gs.aliml

Tabela 3. Formulagdes de doses multiplas de Interferon beta-la

contendo fenol (em mg/ml)

# IFN Manitol Propileno Fenol Tampé&o de acetato
MS-4 0,088 54,6 - 5 gs.alml
MS-5 0,088 54,6 100 5 gs.alml

Tabela 4. Formulacdes de doses multiplas de Interferon beta-la

contendo clorobutanol e feniletanol (em mg/ml)

# IFN Manitol Poloxamer 188 L-Met Clorobutanol Benzil alcool Tampé&o de acetato
MS-35 0,088 54,6 1 0,12 1 - gs.alml
MS-34 0,088 54,6 1 0,12 - 1 gs.a1ml
MS-34b 0,088 54,6 1 0,12 - 1 gs.a1ml
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Tabela 5. Formulacdes de doses multiplas de Interferon beta-la

contendo EDTA (composicdo em mg/ml)

# IFN Manitol L-Met Poloxamer 188 EDTA Benzil alcool Tampé&o de acetato
MS-32 0,088 54,6 0,12 1 1 2 gs.alml
MS-33 0,088 54,6 0,12 1 1 2 gs.a1ml
MS-36 0,088 54,6 0,12 1 0,5 1 gs.a1ml

[00154] No fim do desenvolvimento da formulacédo
as formulagcdes de dose multipla candidatas a seguir foram
identificadas:

« Formulacao B - 264mcg de Interferon beta-la em 3ml de tampao
de acetato de sédio a pH 3,5 contendo 54, 6mg/ml de manitol,
1 mg/ml de Poloxamer 188 e 0,12mg/ml de L-Metionina e 2mg/ml
de benzil &alcool (0,2% de benzil &alcool)

« Formulacao A - 264mcg de Interferon beta-la em 2, 7ml de tampao
de acetato de sédio a pH 3,5 contendo 54, 6mg/ml de manitol,
lmg/ml de Poloxamer 188 e 0,12mg/ml de L-Metionina a serem
misturados com 0,3ml de 3% de benzil dlcool em dgua de injecéo
obtendo-se assim a formulacdo de multipla dose final (0,3% de
benzil &alcool).

2.5 Teste de eficdcia do preservativo

[00155] As formulagdes de multiplas doses
contendo diferentes concentracdes de benzil 4&lcool (0,2% a
0,9%) passaram por triagem para o teste de eficdcia de
preservativo de acordo com a Farmacopéia Européia e a
Farmacopéia Americana.

[00156] Os testes preliminares foram feitos
selecionando-se como indicadores o Staphylococcus aureus,
Aspergillus niger e Candida albicans: a evidéncia de que o pH
dcido da formulacdo tem em si um efeito bacteriostdtico sobre
as bactérias (Staphylococcus aureus) e o fato de que algumas
cepas de Candida albicans serem relatadas como sobreviventes

mesmo a valores baixos de pH (pH por volta de 2) levou a selecéo
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de Candida albicans como o indicador critico do teste. Os
critérios de aceitacdo do teste de eficdcia de preservativo
descrito na Farmacopéia Européia e na Farmacopéia Americana
foram aplicados.
2.6 Formulacgbes Candidatas
2.6.1 Formulagao A

[00157] Trés lotes de escala em laboratdrio de
cerca de 140 cartuchos/lote foram fabricados; a férmula é dada
na Tabela 6:
Tabela 6: Composicdo de Formulacdo A de doses multiplas de

Interferon beta-la.

IFNB-1a Manitol Poloxamer 188 L-Metionina 11 mM de acetato de sddio pH 3,5
97,8 mcg 60,7 mg 1,11 mg 0,13 mg g.s.a1,0ml

[00158] O ingrediente ativo foi composto com a
solucdo de excipientes e entdo filtrado através de uma membrana
de nédilon de 0,22um; os cartuchos foram preenchidos com 2, 7ml
de solucdo final. As amostras foram tiradas antes, apds a
filtragcdo e apds o preenchimento para monitoramento de perdas
do principio ativo durante o processo.

[00159] As amostras foram armazenadas e
testadas guanto a estabilidade a 2-8°C (6 meses), 25+2°C (3
meses) e 40+2°C (1 més).

[00160] Seis lotes de escala de laboratdrio de
3% de benzil alcool em agua para injecao foram fabricados para
serem misturados com os cartuchos contendo o ingrediente ativo;
a composicdo dos lotes é dada na Tabela 7:

Tabela 7 Composicao de 3% de benzil &lcool em &gua para injecgdo

Benzil alcool Agua para injegdo

30 mg g.s.a1,0ml

[00161] A gquantidade necessaria de Dbenzil

dlcool foi adicionada a &gua para injecdo e entdo filtrada
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através de uma membrana Durapore de 0,22um; os cartuchos foram
entdo preenchidos com O0,5ml e por fim esterilizados por
autoclave.

[00162] As amostras foram armazenadas a 25+2°C
e testadas quanto ao contetdo de benzil &dlcool e pH até 1 més.
2.6.2 Formulagao B

[00163] Trés lotes de escala em laboratdrio de
cerca de 500 cartuchos/lote foram fabricados; a férmula é dada
na Tabela 8:
Tabela 8 Composicdo de Formulacdo B de doses multiplas de

Interferon beta-la

IFNB-1° Manitol Poloxamer 188 L-Metionina Benzil 10 mM de acetato de
alcool sodio pH 3,5
88 mcg 54,6 mg 1 mg 0,12 mg 2mg g.s.a1,0ml

[00164] O ingrediente ativo foil composto com a
solucdo de excipientes e entdo filtrado através de uma membrana
de ndilon de 0,22um; os cartuchos foram preenchidos com 3ml de
solucdo final. As amostras foram tiradas antes, apds a
filtracdo e apds o preenchimento para monitoramento de perdas
do principio ativo durante o processo.

[00165] As amostras foram armazenadas e
testadas guanto a estabilidade a 2-8°C (6 meses), 25+x2°C (6
meses) e 40+2°C (3 semanas).

2.6.3 Teste de eficdcia do preservativo

[00166] Ambas as formulagcdes candidatas foram
testadas quanto a eficdcia de preservativo de acordo com a
Farmacopéia Européia e Farmacopéia Americana.

2.7 Testes e Métodos Analiticos

[00167] Os testes e métodos analiticos

descritos a seguir foram usados para monitorar a estabilidade

das formulacdes em escala de laboratério:
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pPH (medigdo potenciométrico).

Ensaio Quantificacdo de Proteina (HPLC de fase reversa).
[00168] A guantificacdo de proteina é feita em

uma coluna de 5um, C4, Wide Pore Butyl (Baker); o comprimento

de onda é estabelecido a 214nm e a eluicdo é feita a 1ml/min

usando a seguinte fase mdével e gradiente:

« A = dgua/a&cido trifluoroacético 0,1%

+ B

acetonitrila /&cido trifluorocacético 0,1%

« C acetonitrila

Tabela Gl Gradiente:

0 min 70% A 30%B 0%C
5,0 min 70% A 30%B 0%C
6,0 min 58% A 42% B 0%C
15,0 min 57%A 43%B 0%C
30,0 min 46% A 54% B 0%C
35,0 min 45% A 55% B 0%C
40,0 min 40% A 60% B 0%C
40,1 min 20% A 80% B 0%C
45,0 min 20% A 80% B 0%C
45,1 min 0%A 0%B 100% C
50,0 min 0%A 0%B 100% C
50,1 min 70% A 30%B 0%C
65,0 min 70% A 30%B 0%C

Tempo de execucgdo = 65 min

[00169] As amostras sdo analisadas pela injecao
de 100ul de uma amostra da forma como é (amostras de 44mcg/ml)
ou com diluicdo (1:1) em um placebo equivalente para amostras
a 88mcg/ml.

[00170] A qguantificacdo das amostras ¢é feita
versus uma curva padrdo na faixa de 0,0125mg/ml a 0,2mg/ml
preparadas por um material de padrdo de referéncia.

Formas oxidadas (HPLC de fase reversa).

[00171] A gquantificacdo das formas oxidadas é

feita em uma coluna C4, Supelcosil LC-304 (Supelco) com

termostato a 40°C; o comprimento de onda é estabelecido a 208nm
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e a eluicdo é feita a Iml/min usando a seguinte fase mével e

gradiente:

« A = dgua 60%/acetonitrila 40%/4cido heptafluorobutirico 0,14%
« B = dgua 20%/acetonitrila 80%/4&cido heptafluorobutirico 0,14%
« C = &dgua 20%/acetonitrila 80%/4cido trifluorocacético 0,1%

Tabela G2 Gradiente:

58/69

0 70% A 30% B 0% C
5 70% A 30% B 0% C
58’ 62% A 38% B 0% C Curva 6
63’ 0% A 100% B 0% C Curva 1
68’ 0% A 0% B 100% C Curva 1
69’ 70% A 30% B 0% C Curva 6
Tempo de execucgdo (70 min + 26 min equilibrio)
[00172] As amostras sao analisadas da

como sao por injecdo de 200ul

(amostras de 88mcg/ml)

ou 400pl

(amostras de 44mcg/ml) .
Total de agregados (HPLC de fase reversa).

[00173] A deteccao do total de conteldo de
agregados ¢é feito em uma coluna TSK G2000SWXL (TosoHaas); a
eluicdo ¢é feita no modo 1isocratico a 0,5ml/min usando
acetonitrila:dgua (30:70) + 0,2% de acido trifluoroacético; o
comprimento de onda € estabelecido a 214nm. O tempo de execugao
é¢ 20 min.

[00174] As amostras sao analisadas da forma
como sdo por injecdo de 100ul (amostras de 88mcg/ml) ou 200ul
(amostras de 44mcg/ml) .

Atividade bioldgica (bioensaio in vitro).

[00175] A atividade bioldgica € medida por um
ensaio antiviral com base na protecdo induzida de IFN-B de
células (células WISH - tecido amnidético humano) contra o
efeito citopadtico de um virus (Virus da Estomatite Vesicular).

Osmolalidade (medigdo crioscédpica).
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[00176] A determinacdo de osmolalidade & feita
por uma medicdo crioscdpica com base na depressdao de ponto de
congelamento observada para a solucgao testada.

Ensaio de benzil &lcool (GC).

[00177] O método GC para deteccdo de benzil
dlcool usa a abordagem de calibracdo de ponto Unico, usando
como referéncia o benzil &lcool conforme fornecido por Merck.
Além disso, um padrdo interno (feniletil &lcool) é usado para
normalizar as adreas de pico das duas amostras de teste, solucgdo
de amostra de controle e da solucdo padrdo. O método é conduzido
em uma coluna de agco de 6pés x 2mm ID com 10% Carbowax 20M em
malha supelcoport 80/100. O detector é um FID (detector de
ionizacdo de chama).

[00178] Os resultados sao expressos como mg de
benzil &lcool por ml.

2.7.1 Resultados
2.7.1.1 Pré-formulacao

[00179] Os niveis de formas oxidadas e total de
agregados detectados mediante condicgdes estressados (40°C) sao
mostrados nas Tabelas 9 e 10:

Tabela 9: formas oxidadas nas formulagdes de doses maltiplas
de Interferon beta-la mediante armazenamento a 40°C (por HPLC

de fase reversa).

Formulagéo Composicéo T=0 3 dias a40°C 6 dias a 40°C
Referéncia Ace/Man/Plu/Met1 3,0 - -

E Ace/CR 28 2,7 -

F Ace/PH 2,6 35 -

G Ace/BA 2,6 6,3 -
I D Y Y I - Y S A -
| Ace/Man/CR 2,3 3,0 -

J Ace/Man/PH 3,6 2,5 -

K Ace/Man/BA 4,0 47 -
L AceMen 29 23 | o
M Ace/Man/PH 29 - 6,3
N Ace/Man/Met1/PH 2,7 - 53
0 Ace/Man/Met2/PH 2,5 - 49
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0 Ace/Man/Plu/PH 2,3 - 6,8

Q Ace/Man/Plu/Met1/PH 2,2 - 72
R AceManPluMePH | 21 | - | . 42

S Ace/Man/BA 2,6 - 50

T Ace/Man/Met1/BA 2,7 - 50

U Ace/Man/Met2/BA 2,5 - 48

V Ace/Man/Plu/BA 2,5 - 5,0

W Ace/Man/Plu/Met1/BA 2,6 - 5,0

X Ace/Man/Plu/Met2/BA 3,0 - 6,2
Ace = 10mM de tampdo de acetato de sdédio pH 3,5; Man =

54,6mg/ml; Plu = Ilmg/ml de Poloxamer 188; Metl = 0,12mg/ml de
L-metionina; Met2 = 0,24 mg/ml de L-metionina; CR = 3mg/ml de
m—-cresol; PH = 5mg/ml de fenol; BA = 9mg/ml de benzil &lcool.
Tabela 10: % de total de agregados nas formulacdes de doses
miltiplas de Interferon beta-la mediante armazenamento a 40°C

(por HPLC de fase reversa)

Formulagdo Composicéo T=0 3diasa40°C 6 dias a40°C

Referéncia Ace/Man/Plu/Met1 3,2 - 3,2

E Ace/CR 1,8 94 8,5

F Ace/PH 22 39,8 94

G Ace/BA 2,0 47 7.2
I Ae | 28 | 25 | (.

| Ace/Man/CR 2,4 15,6 20,1

J Ace/Man/PH 2,0 2,3 2,1

K Ace/Man/BA 2,3 3,6 45
I S SRR AceMan | . 30 .. 32 ... 23 .

M Ace/Man/PH 2,2 - 4.4

N Ace/Man/Met1/PH 2,2 - 58

0 Ace/Man/Met2/PH 2,3 - 8,8

0 Ace/Man/Plu/PH 2,2 - 40,3

Q Ace/Man/Plu/Met1/PH 2,3 - 46,3
R Ace/Man/PluMet2/PH | 23 | SO SR 389 .

S Ace/Man/BA 2,5 - 34

T Ace/Man/Met1/BA 2,6 - 54

U Ace/Man/Met2/BA 1,4 - 3,0

V Ace/Man/Plu/BA 2,9 - 4.8

W Ace/Man/Plu/Met1/BA 29 - 58

X Ace/Man/Plu/Met2/BA 1,6 - 58
Ace = 10mM de tampdo de acetato de sdédio pH 3,5; Man =

54,6mg/ml; Plu = 1lmg/ml de Poloxamer 188; Metl = 0,12mg/ml de
L-metionina; Met2 = 0,24 de mg/ml de L-metionina; CR = 3mg/ml
de m-cresol; PH = 5mg/ml de fenol; BA = 9mg/ml de benzil &lcool.

[00180] A inclusdo de <cada um dos agentes

bacteriostdticos, nas concentragdes comumente usadas para
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prevenir a contaminag¢do microbiana, determinou um aumento nas

formas oxidadas e promoveu um dramdtico aumento na agregacao

em comparacdo com a formulagdo de dose Unica (Referéncia).
[00181] Ocorreu a combinacdo de 0,5% fenol e

0,1% de Poloxamer 188 afetou de forma negativa a estabilidade

do produto desde cerca de 40% de agregacao (formulacdes P-Q-

R) . 0,3% de m-cresol foi excluido para posterior

desenvolvimento uma vez que afeta de forma negativa a

estabilidade do produto em funcdo de um aumento na agregacgao

(formulacédo TI).

2.7.1.2 Desenvolvimento de Formulacao

[00182] Todos os dados de estabilidade (dados
brutos) sdo coletados na secdo Tabelas; a andlise de regresséao
linear foi usada para avaliar os dados.

2.7.1.2.1 Formulacdes Contendo Benzil Alcool

[00183] Uma alta concentracao de benzil &lcool

(0,9) afetou negativamente a estabilidade do produto em termos

de conteudo de formas e agregados oxidados, conforme mostrado

nas figuras 1 a 6:

« Mediante condig¢des estressadas (40°C), o aumento em oxidacéo
¢ mais alto nas formulagdes contendo 0,9% de benzil &lcool
(MS-1 e MS-2), conforme mostrado na Figura 1;

« Mediante condigdes aceleradas (25°C), o aumento em oxidacéo
¢ mais alto nas formulacdes contendo benzil &lcool comparado
a formulacdo sem benzil &lcool (MS-3, referéncia), conforme
mostrado na Figura 2;

+ Mediante armazenamento em longo prazo (2-8°C) ; foram
observadas taxas de oxidacdao mais altas nas formulacgdes

contendo 0, 9% de benzil adlcool (MS-1 e MS-2); foram detectadas
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taxas de degradacdo compardveis nas formulagcdes contendo
benzil &lcool abaixo de 0,45% (Figura 3).

[00184] Quanto ao nivel de agregados foi
observado o seguinte:

« Mediante condicdes estressadas (40°C), o aumento em agregacao
é observado nas formulacdes contendo 0,9% de benzil &lcool
(MS-1 e MS-2), conforme mostrado nas Figuras 5 e 6;

« Uma diminuig¢do na bioatividade foi observada nas formulagdes
com 0,9% benzil &lcool (MS-1 e MS-2) a 40°C, 41isso nao é
observado nas mesmas amostras armazenadas a 25°C e 2-8°C.

« Nao foi observada diminuicao da titulacao mediante
armazenamento em todas as temperaturas.

« Nenhuma troca de pH ocorreu mediante armazenamento em todas
as temperaturas.

2.7.1.2.2 Formulacdes contendo agentes bacteriostéaticos

alternativos (fenol, clorobutanol, feniletanol)

[00185] O fenol (MS-4 e MS-5) afetou
negativamente a estabilidade do produto em termos de conteudo
de formas oxidadas enquanto o} clorobutanol (MS-35) e
feniletanol (MS—-34 e MS—-34Db) mostrou uma estabilidade
comparavel a solucgao de referéncia (MS-3, sem bacteriostatico),
conforme mostrado nas figuras 7 e 8:

[00186] Quanto ao nivel total de agregados, foi
observado um aumento dramatico na agregacdo mediante condigdes
estressadas (40°C) nas formulacgdes contendo fenol (MS-4 e MS-
5) conforme mostrado na Figura 9; ndo houve aumento da
agregacdo nas temperaturas menores (25°C e 2-8°C).
2.7.1.2.3 Formulagdes contendo EDTA

[00187] A adicao de EDTA a formulagdes contendo
0,1% a 0,2% de benzil alcool (MS-32, MS-33, MS-36) ndo diminuiu
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o nivel de oxidacdo (Figura 10); um aumento no nivel de
agregados foi observado mediante condigcdes aceleradas nas
formulacdes contendo 0,1% EDTA e 0,2% de benzil alcool (MS-32,
MS-33) (Figura 11); foi observada degradacdo comparavel a 2-
g8°C.

2.7.1.2.4 Resultados de eficdcia de preservativos.

[00188] Os resultados do estudo de triagem
mostraram que os critérios de Farmacopéia Americana e Européia
sdo atendidos no minimo em concentracdes de benzil &lcool gue séo
iguais oumaiores que 0,3% (para Candida albicans).

2.8 Formulagdes Candidatas

[00189] A avaliacédo de todos os dados foi feita
da seguinte forma: uma andlise de regressdo linear foi feita
em cada lote, seguida por analise de covariancia (valor P >
0,25) para avaliar a variabilidade lote-a-lote; nenhuma andlise
estatistica formal foi feita quando foi observada nenhuma
variabilidade mediante armazenamento.

2.8.1 Candidato A
2.8.1.1 Recuperacao durante a fabricacéo.

[00190] A recuperagao de Interferon beta-la nas
amostras em processo (antes e depois da filtracdo, produto
acabado) coletadas durante a fabricacdo do candidato A esté
resumida na Tabela 11: nenhuma perda significante de
ingrediente ativo foi registrada.

Tabela 11: % de recuperacao de interferon Dbeta-la durante

fabricacdo do candidato A

RT-01 RT-02 RT-03
Apds 12 filtragdo 98,6 99,7 98,0
Apds 22 filtragdo 98,3 98,5 103,8
Produto acabado no cartucho 98,4 97,5 100,7

2.8.1.2 Estabilidade de droga ativa
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[00191] Foram calculados um desvio comum e
intercepg¢do no nivel das formas oxidadas nos trés lotes
armazenados nas diferentes temperaturas; os resultados da
andlise estatistica sd&o mostrados na Tabela 12:

Tabela 12: resultados das andlises estatisticas de candidato A

de Interferon beta-la (formas oxidadas)

2-8°C 25°C 40°C
Desvio acumulado Intercepgéo de Desvio acumulado Intercepgéo de Desvio acumulado Intercepgéo de
(%/semana) desvio (%) (%/semana) desvio (%) (%/semana) desvio (%)
0,063 2,73 0,322 2,67 2,206 2,51

[00192] Nenhuma variabilidade foi observada no
nivel de total de agregados e no ensaio; portanto, nao foi
feita nenhuma andlise estatistica. O nivel diferente nos
agregados nos trés lotes em funcdo do nivel diferente nos
volumes usados na fabricacao.

2.8.2 Candidato B

2.8.2.1 Recuperacao durante a fabricacéao

[00193] A recuperacao de Interferon beta-la nas
amostras em processo (antes e depois da filtracao, produto
acabado) coletadas durante a fabricacdo do candidato B estéa
resumida na Tabela 15: nenhuma perda significante de
ingrediente ativo foi registrada.

Tabela 15: % de recuperacao de interferon Dbeta-la durante

fabricacdo do candidato B

MS-01 MS-02 MS-03

Apds 12 filtragdo 100,7 116,5 97,38

Apds 22 filtragdo 101,2 1149 98,82
Produto acabado no cartucho 100,6 112,0 95,76

2.8.2.2 Estabilidade de droga ativa
[00194] A andlise estatistica feita no nivel de

formas oxidadas mostrou o seguinte:
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+ Um desvio comum e intercepcdao foram calculados nos 3 lotes a
40°C: o desvio acumulado ¢é igual a 1,42%/semana e a
intercepcdo acumulada € igqual a 2,72%;

+« Nenhum desvio comum pdde ser calculado nos 3 lotes a 25°C
(valor P = 0,095); portanto, foi usada a abordagem de pior
caso (lote MS-03): foi observado um aumento de 1,17% nas
formas oxidadas apdés 1 més de armazenamento (0,27%/semana);

« Nenhum desvio comum pdde ser calculado nos 3 lotes a 2-8°C
(valor P = 0,016); portanto, foi usada a abordagem de pior
caso (lote MS-03): foili observado um aumento de 0,2% nas formas
oxidadas apdés 1 més de armazenamento (0,047%/semana);

[00195] Nenhuma variabilidade significante foi
observada dos dados de estabilidade no nivel de total de
agregados e o ensaio; portanto, nao foi feita anédlise
estatistica formal.

[00196] Nao foi observada diminuicéo na
biocatividade com o armazenamento, mesmo mediante condigdes
estressadas (40°C) .

2.9 Conclusodes

[00197] Ao final do estudo, duas formulacdes de
multiplas doses foram identificadas com um ©perfil de
estabilidade comparavel:

«+ A Formulacdao Candidata B é uma formulacdo de multiplas doses
pronta para uso contendo 0,2% de benzil alcool;

« A Formulacdo Candidata A é uma formulacdo de dose multipla
contendo 0,3% de benzil &lcool que é obtida apds misturar-se
o contetdo de 2 cartuchos (um contendo o principio ativo e
0s excipientes e um contendo a gquantidade necessaria de benzil

dlcool para se alcancar a apresentacao final).
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[00198] - Essas solucdes candidatas também
foram testadas a um pH maior (4,5+0,2) e nao foram mostradas
mudangas no perfil de estabilidade. O Reqgquerente descobriu
agora que esse pH levemente maior das formulagcdes de IFN
aumenta a tolerabilidade local de injec¢des subcuténeas.
Portanto, as 2 solucdes candidatas acima a um pH de 4,5 ou 4,7
poderiam oferecer mais vantagens em termos de conformidade com
o0 paciente.

Exemplo 3: Método de Fabricacdo para Mualtiplas Doses -
Formulagdo Candidata A

[00199] Primeiramente, a solucdo de hidréxido
de sdédio 1IN foil preparada pela dissolucdo de 20g de pellets de
hidréxido de sdédio em 500g de agua para injecgao.

[00200] Em seguida o tampao de acetato de sédio
com pH a 3,5%0,2 foi preparado pela adicdo de 1,32g de &cido
acético glacial a cerca de 1800g de &gua de injecao. O pH da
solucao a 3,5+0,2 foi ajustado com 1IN NaOH. Entdo a solugéo
foi levada ao peso final de 2000g. O pH foi entdao ajustado
novamente a 3,5+0,2 com 1IN NaOH ou 50% de acido acético diluido.
A solucdo é entédo levada ao peso final de 2000g.

[00201] A solucgéo final foi preparada conforme
segue.

[00202] A guantidade calculada de excipientes
foli pesada e dissolvida na quantidade necessaria de 11mM de
tampdo de acetato de sédio a pH 3,5%0,2 e o pH da solucéo
checado e ajustado (se necessario); entdo é adicionada a
gquantidade necessdria de r-h Interferon beta-la (produzido de
forma recombinante a partir de células de ovadrio de hamster);
o peso final ¢é alcancado pela adicdo de 11lmM de tampdo de

acetato de sdédio a pH 3,5+0,2.
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[00203] Iml dessa solucao final foi retirado
para amostra por HPLC de fase reversa quantitativa (amostra AF
= Antes da 12 Filtracao).

[00204] A solucadao final foi entdo filtrada
através de uma membrana de 0,2um montada sobre um suporte de
aco inoxidédvel e a solucédo coletada para o béguer de vidro.

[00205] Iml dessa solucao final foi retirado
para amostra para ser testado por HPLC de fase reversa.

[00206] A solucao final filtrada da forma
descrita no ponto anterior foi filtrada através de uma 2°@
membrana de 0,2um montada sobre um suporte de aco inoxidéavel.

[00207] Iml dessa solucgao final foi retirado
para amostra para ser testado por HPLC quantitativa de fase
reversa.

[00208] Cartuchos de vidro de 3ml foram
preenchidos com 2, 7ml da solucdo final e foram tampados.

[00209] Essa solugcdo estd pronta para ser
misturada com um cartucho contendo a solucdo de benzil &lcool
em aAgua para injecéo.

Exemplo 4: Método de Fabricagdao para Maltiplas Doses -
Formulacdo Candidata B.

[00210] Primeiramente, a solucdo de hidréxido
de sdédio 1IN foil preparada pela dissolucdo de 20g de pellets de
hidréxido de sdédio em 500g de agua para injecgéao.

[00211] Em seguida 0,011M de tampao de acetato
de sédio com pH a 3,5+0,2 foi preparado pela adigcdo de 1,32g
de 4cido acético glacial a cerca de 1800g de &gua de inijecéo.
O pH da solucao a 3,5%20,2 foi ajustado com 1IN de NaOH. Entdo a
solucdo foi levada ao peso final de 2000g. O pH foi entao

ajustado novamente a 3,5+%0,2 com 1IN de NaOH ou 50% de &cido
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acético diluido. A solucdo € entdo levada ao peso final de
2000g.

[00212] A solugédo final foi preparada conforme
segue.

[00213] A quantidade calculada de excipientes
foi pesada e dissolvida na gquantidade necessaria de 10mM de
tampdo de acetato de sdédio a pH 3,5%0,2 e o pH da solucéo
checado e ajustado (se necessario); entdo ¢é adicionada a
gquantidade necessdria de r-h Interferon beta-la (produzido de
forma recombinante a partir de células de ovario de hamster);
o peso final é alcancado pela adicdo de 10mM de tampao de
acetato de sédio a pH 35%0,2.

[00214] Iml dessa solucgao final foi retirado
para amostra por HPLC de fase reversa quantitativa.

[00215] A solucdo final foi entdo filtrada
através de uma membrana de 0,2um montada sobre um suporte de
aco inoxidavel e a solucao coletada para o bégquer de vidro.

[00216] Iml dessa solucgao final foi retirado
para amostra para ser testado por HPLC quantitativa de fase
reversa.

[00217] A solucdao final filtrada da forma
descrita no ponto anterior foi filtrada através de uma 2°@
membrana de 0,2um montada sobre um suporte de aco inoxidéavel.

[00218] Iml dessa solucgao final foi retirado
para amostra para ser testado por HPLC gquantitativa de fase
reversa.

[00219] Cartuchos de wvidro de 3ml foram
preenchidos com 3ml da solucdo final e foram tampados.
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REIVINDICACOES

1. “COMPOSICAO FARMACEUTICA LIQUIDA
ESTABILIZADA E LIVRE DE HSA"”, compreendendo um interferon beta
(IFN-beta), caracterizada por a referida formulacdo ser uma
solucdo aquosa de Interferon-f recombinante humano presente em
uma concentracdo de 10ug/ml a 800ug/ml, gue compreende um
tampao de acetato presente em uma concentracdo de 5mM a 500mM,
preferivelmente 10mM; um surfactante, poloxdmero 188, presente
em uma concentracdo de 0,0lmg/ml a 10mg/ml, preferivelmente
Ilmg/ml; um agente bacteriostédtico, &lcool benzilico, presente
em uma concentracdo de 0,1% a 2,0%, preferivelmente 0,2 a 0,3%;
um agente de isotonicidade, manitol, presente em uma
concentracdo de 0,5mg/ml a 500mg/ml, preferivelmente 55mg/ml;
e um antioxidante, metionina, presente em uma concentracdo de
0,0lmg/ml a 5,0mg/ml, preferivelmente 0, Img/ml.

2. “COMPOSICAO FARMACEUTICA LiQuiDA
ESTABILIZADA E LIVRE DE HSA”, de acordo com a reivindicacéao 1,
caracterizada por o tampao de acetato ajustar o pH da
composicdao dentro de 0,5 unidades de pH especificado, entre
3,0 e 5,0.

3. “COMPOSICAO FARMACEUTICA LIQuIDA
ESTABILIZADA E LIVRE DE HSA"”, de acordo com a reivindicacao 2,
caracterizada por o pH ser 3,5%0,2.

4. “COMPOSICAO FARMACEUTICA LIQuIDA
ESTABILIZADA E LIVRE DE HSA"”, de acordo com a reivindicacao 3,
caracterizada por o pH ser 4,5%0,2.

5. “COMPOSICAO FARMACEUTICA LIQUIDA
ESTABILIZADA E LIVRE DE HSA”, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizada por o interferon beta

recombinante humano estar presente, preferivelmente, em uma
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concentracdo de 22, 44, 88 ou 264ug/ml.

6. “METODO PARA PREPARACAO DE COMPOSICAO
FARMACEUTICA LIQUIDA ESTABILIZADA E LIVRE DE HSA"”, para
preparagcao da composicgdo definida nas reivindicagdes de 1 a b5,
caracterizado por o referido método compreender a adicdo de
uma quantidade calculada de surfactante poloxdmero 188,
antioxidante metionina e agente de isotonicidade a solucéao
tamponada e, em sequida, a adicdo do interferon beta (IFN-
beta) .

7. “RECIPIENTE VEDADO HERMETICAMENTE”, em
condicdes estéreis e adequado para armazenamento antes do uso,
caracterizado por <compreender a formulacdo farmacéutica
ligquida definida nas reivindicagdes de 1 a 5.

8. “RECIPIENTE VEDADO HERMETICAMENTE", de
acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado por o referido
recipiente ser uma seringa pré-preenchida para administracéo
de dose Unica.

9. “RECIPIENTE VEDADO HERMETICAMENTE”, de
acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado por o referido
recipiente ser um frasco.

10. “RECIPIENTE VEDADO HERMETICAMENTE”, de
acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado por o referido
recipiente ser um cartucho para um autoinjetor.

11. “RECIPIENTE VEDADO HERMETICAMENTE”, de
acordo com qualgquer uma das reivindicacdes 8 ou 9,
caracterizado por o referido recipiente servir para

administragcdo de dose unica ou de doses multiplas.
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Effectiveness of L-Met on oxidation of IFN
Stability Data at 25°C
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