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ES 3002 132T3

DESCRIPCION
Composicién farmacéutica liofilizada de proteina de fusion fc-péptido
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica liofilizada que comprende una proteina de fusién
Fc-péptido, amortiguador, agente volumétrico, estabilizador y agente tensioactivo.

Antecedentes de la invencién

La trombopoyetina (TPO) también conocida como factor de crecimiento y desarrollo de megacariocitos (MGDF) es
una proteina que en humanos se codifica por el gen TPO. La trombopoyetina es el regulador fisiolégicamente
relevante de la produccién de plaquetas.

La trombopoyetina es una hormona de glucoproteina producida principalmente por el higado y el rifién que regula
la produccién de plaquetas por la médula 6sea. Estimula la produccién y diferenciacion de megacariocitos, las
células de médula 6sea que se fragmentan en un gran numero de plaquetas. La megacariocitopoyesis es el
proceso de desarrollo celular que conduce a la produccidn de plaquetas. La proteina codificada por este gen es un
factor de crecimiento humoral necesario para la proliferacion y maduracion de megacariocitos, asi como para
trombopoyesis.

La produccién de TPO se regula por un mecanismo diferente al de la produccién de EPO. No hay ninglin “sensor’
del conteo de plaquetas y ninglin cambio en la transcripcién, traduccién o liberacién de TPO de su sitio hepatico
de produccién. Mas bien, TPO se produce constitutivamente (se reduce solo en la enfermedad hepatica), no tiene
forma de almacenamiento, entra en la circulacién y se depura por los receptores de TPO avidos en las plaquetas,
y probablemente en menor grado por aquellos en los megacariocitos. Cuando se reduce la produccién de
plaquetas, se reduce la depuraciéon de TPO, aumentan los niveles circulantes e incrementa la estimulaciéon de
precursores de megacariocitos. Con la produccion incrementada de plaquetas, el conteo de plaquetas circulantes
aumenta, se depura mas TPO y se restablece el equilibrio.

Romiplostim, comercializado como NPLATE® por Amgen Inc., es un miembro de la clase mimética de TPO. Es una
proteina de fusion Fc-péptido (pepticuerpo) que activa las vias transcripcionales intracelulares que conducen a
produccién incrementada de plaquetas mediante el receptor de TPO (también conocido como cMpl). Romiplostim
se produce por tecnologia de ADN recombinante en Escherichia coli (E coli). La molécula de pepticuerpo contiene
dos subunidades de cadena individual idénticas, cada una que consiste en un dominio Fc de inmunoglobulina IgG1
humana, enlazado covalentemente en el extremo C-terminal a un péptido que contiene dos dominios de unién a
receptor de trombopoyetina. Romiplostim no tiene homologia de secuencia de aminoacidos con TPO endégena.
Romiplostim se indica para el tratamiento de trombocitopenia en pacientes con trombocitopenia inmunitaria crénica
(ITP) que han tenido una respuesta insuficiente a corticosteroides, inmunoglobulinas o esplenectomia.

El término “proteina de fusién Fc-péptido” (pepticuerpo) se refiere a una molécula que comprende péptidos
fusionados directa o indirectamente a otras moléculas tal como un dominio Fc de un anticuerpo, donde la porcién
peptidica se une especificamente a una diana deseada. El o los péptidos se pueden fusionar a una regién Fc o
insertar en un bucle Fc, una molécula Fc modificada. Los bucles Fc se describen en la publicacién de solicitud de
patente de Estados Unidos No. US2006/0140934.

En general, las proteinas tienen una semivida muy corta y experimentan desnaturalizacion (tal como agregacién,
disociacién y adsorcién en la superficie de los vasos) tras la exposicién a diferentes factores tal como temperaturas
desfavorables, interfaz agua-aire, alta presién, estrés mecanico fisico, solventes organicos y contaminacion
microbiana. En consecuencia, la proteina desnaturalizada pierde propiedades fisicoquimicas intrinsecas vy
actividad fisioldgica. La desnaturalizacidén de proteinas frecuentemente es irreversible y por lo tanto, las proteinas,
una vez desnaturalizadas, pueden no recuperar sus propiedades nativas al estado inicial.

Para superar el problema de estabilidad de las proteinas en formulaciones acuosas, los productos proteicos
terapéuticos se elaboran mas estables mediante liofilizacién (deshidrocongelacion). Los productos liofilizados
usualmente se acompafian de medios acuosos estériles para la reconstitucién. Después de la reconstitucion, las
formulaciones habitualmente tienen vidas de almacenamiento Utiles cortas, incluso cuando se almacenan a bajas
temperaturas (por ejemplo, 5 °C).

Las practicas habituales para mejorar la estabilidad de polipéptido se pueden abordar al variar la concentracion de
elementos con la formulacién, o al adicionar excipientes para modificar la formulacién.

US5580856 divulga la estabilizacién de proteinas secas contra la pérdida de actividad biolégica en las
formulaciones al adicionar un estabilizador de reconstitucién tras la rehidratacién de la proteina seca. También se
describe un kit para producir una formulacién al disolver la composicién seca en un solvente que contiene el
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estabilizador de reconstitucion.

US20090258017 divulga una composicién de pepticuerpo terapéutico liofilizada que comprende un amortiguador,
agente volumétrico, un agente estabilizador y opcionalmente un agente tensioactivo y un kit para preparar una
composicién farmacéutica acuosa que comprende un primer recipiente que tiene una composicién de pepticuerpo
terapéutico liofilizada y un segundo recipiente que tiene un solvente fisiolégicamente aceptable para la composicidn
liofilizada.

Carpenter et al., (Rational design of stable Iyophilized protein formulations: theory and practice, Pharmaceutical
Biotechno., vol. 13, 1 January 2002) divulga un disefio general de formulaciones de proteinas liofilizadas estables.
También divulga que ciertas sales amortiguadoras tienden a precipitar durante la congelacién, lo que provoca
grandes cambios en el pH.

Sin embargo, la biodisponibilidad de agentes terapéuticos de proteinas comercialmente disponibles tal como
Romiplostim se limita por su corta semivida en plasma y susceptibilidad a la degradacién por proteasa. Estas
deficiencias les impiden alcanzar la méaxima potencia clinica.

Por lo tanto, existe la necesidad de una formulacién farmacéutica liofilizada estable con una vida Util prolongada,
que comprenda una proteina de fusién Fc-péptido que sea adecuada para uso terapéutico para inhibir o
contrarrestar la produccién de plaquetas reducida. También existe la necesidad de una formulacién farmacéutica
liofilizada estable con una vida util prolongada, que comprenda una proteina de fusiéon Fc-péptido adecuada para
uso terapéutico que se administre facilmente y que contenga una alta concentracién de proteina.

Objeto de la invencién

El objeto principal de la presente invencién es proporcionar una composicién farmacéutica liofilizada nueva y
estable de una proteina de fusién Fc-péptido que abarca Romiplostim como una proteina de fusién Fc-péptido que
se puede obtener al liofilizar una formulacién que comprende Romiplostim a una concentracién de 0,1 mg/mL a
1,0 mg/mL, citro-fosfato como amortiguador, sacarosa, trehalosa sola o en combinacién de los mismos como
agente volumétrico, polisorbato 20 a pH de aproximadamente 5,0.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar una composicién farmacéutica liofilizada nueva y estable de
Romiplostim que se puede obtener al liofilizar una formulacién que comprende Romiplostim a una concentracién
de 0,5 mg/mL, amortiguador, agente volumétrico, agente tensioactivo; donde el amortiguador es citro-fosfato a una
concentracién de 9 mM a 11 mM; donde el pH de la formulacion esté en un intervalo de aproximadamente 4,0-6,0;
donde el agente volumétrico es sacarosa a una concentraciéon de 8,0 % a 10,0 % p/v; donde el agente tensioactivo
es polisorbato 20 a una concentracién de 0,003 % a 0,005 % p/v.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar una composicién farmacéutica liofilizada nueva y estable de
Romiplostim que se puede obtener al liofilizar una formulacién que comprende Romiplostim a una concentracién
de 0,5 mg/mL, amortiguador, agente volumétrico, agente tensioactivo; donde el amortiguador es citro-fosfato a una
concentracion de 9 mM a 11 mM; donde el pH de la formulacién es 5,0, donde el agente volumétrico es sacarosa
a una concentracién de 1,0 % a 3,0 % p/v; donde la composicién comprende ademas trehalosa como agente
volumétrico a una concentracién de 7,0 % a 9,0 % p/v;, donde el agente tensioactivo es polisorbato 20 a una
concentracién de 0,003 % a 0,005 % p/v.

Sumario de la invencién

El aspecto principal de la presente invencién es proporcionar una composiciéon farmacéutica liofilizada nueva y
estable de una proteina de fusién Fc-péptido que abarca Romiplostim como una proteina de fusién Fc-péptido que
se puede obtener al liofilizar una formulacién que comprende Romiplostim a una concentracién de 0,1 mg/mL a
1,0 mg/mL, citro-fosfato como amortiguador, sacarosa, trehalosa sola o en combinacién de los mismos como
agente volumétrico, polisorbato 20 como agente tensioactivo a pH de aproximadamente 5,0.

Otro aspecto de la presente invencién es proporcionar una composicién farmacéutica liofilizada nueva y estable
de Romiplostim que se puede obtener al liofilizar una formulacién que comprende Romiplostim a una concentracion
de 0,5 mg/mL, amortiguador, agente volumétrico, agente tensioactivo; donde el amortiguador es citro-fosfato a una
concentracién de 9 mM a 11 mM; donde el pH de la formulacion esté en un intervalo de aproximadamente 4,0-6,0;
donde el agente volumétrico es sacarosa a una concentracién de 8,0 % a 10,0 %; donde el agente tensioactivo es
polisorbato 20 a una concentracién de 0,003 % a 0,005 % p/v.

Otro aspecto de la presente invencién es proporcionar una composicién farmacéutica liofilizada nueva y estable
de Romiplostim que se puede obtener al liofilizar una formulacién que comprende Romiplostim a una concentracion
de 0,5 mg/mL, amortiguador, agente volumétrico, agente tensioactivo; donde el amortiguador es citro-fosfato a una
concentracion de 9 mM a 11 mM; donde el pH de la formulacién es 5,0, donde el agente volumétrico es sacarosa
a una concentracién de 1,0 % a 3,0 % p/v; donde la composicién comprende ademas trehalosa como agente
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volumétrico a una concentracién de 7,0 % a 9,0 % p/v;, donde el agente tensioactivo es polisorbato 20 a una
concentracién de 0,003 % a 0,005 % p/v.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra el perfil de CEX-HPLC comparativo de las formulaciones de Romiplostim 1, 2, 3 (tabla 4) y DP
genérico en 0D, 3D, 7D y 15D.

La figura 2 muestra el perfil de SEC-HPLC comparativo de las formulaciones de Romiplostim 1, 2, 3 (tabla 5) y DP
genérico en 0D, 3D, 7D y 15D.

La figura 3 muestra el perfil de CEX-HPLC comparativo de las formulaciones de Romiplostim 4, 5, 6, 7 (tabla 8) y
DP genérico en 0D, 3D, 7D y 15D.

La figura 4 muestra el perfil de SEC-HPLC comparativo de las formulaciones de Romiplostim 4, 5, 6, 7 (tabla 9) y
DP genérico en 0D, 3D, 7D y 15D.

La figura 5 muestra el perfil de CEX-HPLC comparativo de las formulaciones de Romiplostim 2, 4, 5, 7, 8 (tabla 11)
y DS genérico en 0D, 3D, 7D, 15D y 21D.

La figura 6 muestra el perfil de SEC-HPLC comparativo de las formulaciones de Romiplostim 2, 4, 5, 7, 8 (tabla 12)
y DS genérico en 0D, 3D, 7D, 15D y 21D.

La figura 7 muestra el perfil de CEX-HPLC comparativo de las formulaciones de Romiplostim 4, 8 (tabla 17)
cargadas a 40 °C en 0D, 3D, 7D, 15D y 30D.

La figura 8 muestra el perfil de SEC-HPLC comparativo de las formulaciones de Romiplostim 4, 8 (tabla 18)
cargadas a 40 °C en 0D, 3D, 7D, 15D y 30D.

Descripcidn de la invencién

La presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica liofilizada que comprende una proteina de fusién
Fc-péptido, amortiguador, agente volumétrico, estabilizador y agente tensioactivo.

La presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica liofilizada estable y novedosa que comprende
Romiplostim (proteina de fusién Fc-péptido), amortiguador, agente volumétrico, estabilizador y agente tensioactivo
a un intervalo de pH de 4,0-6,0.

Como se usa en este documento, "amortiguador" se refiere a una solucién amortiguada que resiste los cambios
de pH por la accién de sus componentes conjugados acido-base. El amortiguador se usa en la presente invencién
para mantener el pH en el intervalo de aproximadamente 4,0 a 6,0, mas preferentemente en el intervalo de 4,5 -
5,5 y el amortiguador se selecciona del grupo que consiste en citrato, citro-fosfato, alanina, glicina, arginina,
acetato, succinato, histidina ya sea solo o una combinacién de los mismos. El sistema amortiguador de la presente
invencién comprende citro-fosfato.

En aun otra realizaciéon de la presente invencién, se proporciona una composicion mencionada anteriormente
donde el agente volumétrico se selecciona del grupo que consiste en trehalosa, manitol, glicina, sacarosa,
dextrano, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa, lactosa, sorbitol o xilitol. El agente volumétrico de la presente
invencién comprende sacarosa, trehalosa ya sea sola 0 en combinacién de los mismos.

En aun otra realizacién de la presente invencidn, el estabilizador usado se selecciona del grupo que consiste en
monosacérido tal como glucosa y manosa; disacaridos tal como sacarosa, trehalosa y maltosa; alcoholes de azlcar
tal como manitol y xilitol, polioles tal como glicerol, propilenglicol y polietilenglicol y similares ya sea solos o en
combinacion de los mismos.

En aun otra realizacién de la presente invencién, el agente tensioactivo se usa a fin de evitar la adsorcidén de la
proteina de fusiébn Fc-péptido en la superficie del vial, ampolla, carpoula, cartucho o jeringa. Los agentes
tensioactivos disminuyen la tensién superficial de una solucién de proteina, evitando de este modo su adsorcién o
agregacién sobre una superficie hidréfoba. Los agentes tensioactivos preferidos de la presente invencién incluyen
un agente tensioactivo no idnico basado en polisorbato y un agente tensioactivo no iénico basado en poloxamero
0 una combinacién de los mismos. El agente tensioactivo de la presente invencidn es polisorbato 20.

En aun otra realizacidén de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica liofilizada estable
y hueva de una proteina de fusién Fc-péptido donde la formulacién se mantiene a un pH de aproximadamente 4,0
a 6,0, mas preferiblemente a pH 4,5 a 5,5, en un sistema amortiguador seleccionado del grupo que consiste en
citrato, citro-fosfato, alanina, glicina, arginina, acetato, succinato, histidina sola o una combinacién de los mismos.
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En aun otra realizacién de la presente invencién, se proporciona una composicién farmacéutica liofilizada, estable
y nueva de una proteina de fusiéon Fc-péptido que abarca Romiplostim como una proteina de fusién Fc-péptido
que comprende citrato, citro-fosfato, alanina, arginina como amortiguador solo o en combinacién de los mismos,
trehalosa, manitol solo o en combinacién de los mismos como agente volumétrico, opcionalmente el uso de
sacarosa, PEG, glicerol como estabilizador solo 0 en combinacién de los mismos, polisorbato 20 como agente
tensioactivo y la formulacién se mantiene a pH de aproximadamente 5,0.

En aun otra realizacién, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica liofilizada nueva y estable
de amortiguador de Romiplostim, agente volumétrico, estabilizador, agente tensioactivo; donde el amortiguador
esta a una concentracion de 5 mM a 25 mM y donde el pH de la composicidén esta en un intervalo de
aproximadamente 4,0-6,0; donde el agente volumétrico esta a una concentracién de 5,0 % a 15,0 %; donde el
estabilizador estad a una concentracién de 0,1 % a 20 % p/v, donde el agente tensioactivo estd a una concentracién
de 0,004 % a 0,4 % p/v.

La composicién farmacéutica liofilizada nueva y termoestable de proteina de fusién Fc-péptido descrita en la
presente invencion tiene las siguientes ventajas:

1. Implica el uso de un sistema amortiguador seleccionado del grupo que consiste en citrato, citro-fosfato, alanina,
glicina, arginina, acetato, succinato e histidina, que mantiene el pH de la formulacién entre 4,0 a 6,0, mas
preferentemente entre 4,5 a 5,5 y también mantiene la pureza de la formulacién a temperatura elevada.

2. Implica el uso de agente volumétrico para mantener la estabilidad de la composicién durante y después de la
liofilizacién.

3. Implica el uso de agente tensioactivo para evitar la adsorcién de la proteina de fusién Fc-péptido en el recipiente.
4. Opcionalmente uso de un estabilizador que proporciona mejor estabilidad.

5. La composicién farmacéutica de la presente invenciéon se mantiene a pH entre 4,5 a 5,5 que es critico para
mantener la pureza y estabilidad de la composicién a temperaturas elevadas durante el almacenamiento.

6. Implica simplicidad operativa.

El siguiente ejemplo ilustra las composiciones farmacéuticas descritas en la presente invencién y los medios para
llevar a cabo la invencién para obtener una composicién farmacéutica liofilizada termoestable que comprende
Romiplostim.

Ejemplo 1

a) Seleccién de amortiguador

Tabla 1: Composicidén de formulacién

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

Componentes Ingrediente | | i6
P J F1 | F2 | F3 | F4 F5 F6 F7  Fg ormulacion
................................................................................. SRS SRR R IR SN WOkttt
: 10,50 10,50 0,50 0,50 0,50 /0,50 0,50 0,50\ 0.
Proteina activa i Romiplostm DS | mg/ i mg/ i mg/ { mg/ i mg/ i mg/ img/ img/ i mL 9
imb imL imL imL imLimbL{mLimL:
CitratodeNa { 10 { 10 | 22§ | 110 |22 | 3
i dihidratado  {mM { mM | ‘i mM imM i mM |
; . 10 |
Glicina - “ M - - - - -
: Fosfato de sodio : : : :
Amortiguador monobasico | - |~ | — 2o 28
. dihidratado ¢ ' ' ' ' ' ' ' '
o esedo . 25 25
basico - - - e Y
dihidratado : : : : : : : :
. Citrato ¢ ¢ 0 1281 0 128
: monohidratado ; ~ ¢~ {  imM | i mM | -
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: : Formulacion No.
Componentes i Ingrediente {Formulacién

F1F2F3F4F5F6F7F8 genérica

Agente volumétrico

Manitol

O 004 : O 004: O 004: O 004: O 004: O 004: O 004: O 004

Agentes tensioactivos no : 0
Bnicos Polisorbato 20 % % % % % % L % | % | 0,004 %
: ics. ics ics ics ics ics ics lcs |
Vehiculo Aguapara | para | para | para | para : para i para i para | para | c.s. para 1
inyeccion 1 mL
T 10 % piv de
: citrato : : s : : :
i monohidratado { 5,0 | 50 | 150 ¢
Modificador de pH e Foemenes Foemees Foemees e Foemees Foemenes R
: cs. a cs.acs a; c.s. 3 oH
110 % viv de HCI P - ipH - tpH PpH b - éop
: 5,0 50 {50 ¢ !

Método de preparacion:

La formulacién de Romiplostim se preparé en la composicion de formulacién dada en la tabla anterior al disolver
los excipientes en agua para inyeccion. La concentracién de proteina se establecié en 0,5 mg/ mL y el pH de la
formulacién se establecié en 5,0 similar a la formulacién de referencia. 0,75 ml de solucién llenada en un vial de 5
ml USP tipo 1 y medio tapado con tapén de goma de bromobutilo. Después de la finalizacién del ciclo de
liofilizacion, los viales se sellan con sellos “flip-off’ y se almacenan a2 °C — 8 °C. El vial lleno se cargd a 40 °C
durante 15 dias de estudio de estabilidad al estrés. Durante el estudio de estabilidad, se realizaron las siguientes
pruebas:

Tabla 2: Propésito de las pruebas

................................. T
................................ T
.............................. e e
. Potencia . Monitorear el efecto en el bioensayo in vitro
""""""""""""""""""""""" pH . MonitorearelefectoenelpH
""""""""""""" Aparienciafisica | Monitorear la apariencia fisica

Ejemplo 2

Datos de estabilidad al estrés de formulacién 1, 2, 3 (Liofilizada):

a) Apariencia fisica:

Se observé que todas las muestras eran torta liofilizada de color blanco a amarillo pélido.
b) Apariencia fisica después de reconstitucion:

Se observé que todas las muestras eran claras e incoloras hasta 15D ST

c) pH
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Tabla 3: pH de formulacién 1, 2y 3

Amortiguadores
. Puntodetempo o 15D
““““““““““““““““““““““““““““““““ Formulacien1 . 504 . 502
“““““““““““““““““““““““““““““““““ Formulacien2 . s07 . 504
““““““““““““““““““““““““““““““““ Formulacien3 . 5056 . 510
“““““““““““““““““““““““““““““““““ DP genéfico . &51 . 513
d) CEX- HPLC
Tabla 4: Datos CEX de la formulacién 1,2y 3

............................................................................................................... depureza
....................... |DdemuestraD|a03d|as7d|as15d|as
....................... Formulac|on1973965958958
 Formulacién2 | 973 | 960 i 944 930
"""""""""""" Formulacion3 | 963 . 944 . 96 i 924
""""""""""" DPGENERICO | 93 | ND | 946 | 942

Observacién: Con base en los datos de estrés de 15 dias, la pureza de la formulacién 1, 2 y 3 fue comparable con
la formulacién de referencia (DP genérico). (Figura 1)

e) SEC- HPLC

Tabla 5: Datos SEC de la formulaciéon 1,2y 3

““““““““““““ IDdemuesta | Dia0O |  3dias | 7dias |  15dias
 Formulacien1 | 90 | 991 i 90 | 90
“““““““““““ Formulacien2 . 991 . 90 . 97 . 985
Formulacién 3 991 99,0 98,8
DP GENERICO 99,7 99,6 99,4

Observacién: Con base en los datos de estrés de 15 dias, la pureza de la formulacién 1, 2 y 3 fue comparable con
la formulacién de referencia (DP genérico). (Figura 2)

f) Potencia

La actividad biol6gica de Romiplostim se determina por bioensayo in vitro basado en células. El ensayo se basa
en la proliferacién de megacarocitos en la linea de células UT -7 (leucemia mieloide aguda) que expresa el receptor
de TPO. El Romiplostim prolifera especificamente la actividad de la linea de células UT-7 de una manera
dependiente de la dosis.

Tabla 6: Datos de % de potencia de la formulaciéon 1,2y 3

% de pureza

ID de muestra . Dia0 |  3dias . T7dias 15 dias
Formulacién 1 80 91 83 97
Formulacién 2 . 88 | 81 104 127
Formulacion 3 i o5 91 13 165
DP GENERICO 82 —~ 114 135

Observacién: No hay cambios en la potencia a 40 °C después de 15 dias en comparacion con la inicial en toda la
formulacién.



ES 3002 132T3

Ejemplo 3

a) Apariencia fisica

Se observé que todas las muestras eran torta liofilizada de color blanco a amarillo pélido.
b) Apariencia fisica después de reconstitucién

Se observé que todas las muestras eran claras e incoloras hasta 15D ST

c) pH
e 1aDIA 72 pH de fOrMUIACION 4,5, 8y 7
Amortiguadores pH
‘ Punto de tiempo 0D 15D
Formulacion 4 4,9 ‘ 5,0
Formulacién 5 5,9 6,0
Formulacion 6 6,0 6,0
Formulacién 7 5,0 : 5,0
DP genérico 5,1 5,1
d) CEX-HPLC
12018 8: Datos CEX de Ja formulacion 4,5, 8y 7
""""""""""" IDdemuesta | D@0 :  3dias |  7dias |  15das
Formulacién 4 933 93,4 ' 93,5
‘ Formulacién 5 . 96,1 ' 94,5 95,1
Formulacién 6 . 899 79,0 77,2
Formulacién 7 96,6 954 951
DP GENERICO . 96,3 94,6 94,2

Observacién: Con base en los datos de estrés de 15 dias, la pureza de la formulacién 4, 5y 7 fue comparable con
la formulacién de referencia (DP genérico). (Figura 3)

e) SEC- HPLC

Tabla 9: Datos SEC de la formulacién 4, 5,6y 7
% de pureza

ID de muestra | Dm0 | 3dlas | 7dlas | 15dias
Formulacién 4 993 | 993 992 99,1
Formulacién 5 i 993 | 993 i 992 98,8
Formulacion 6 . 983 | 96,1 94,2 92,4
"""""""""""" Formulacien7 | 996 | e96 | 995 | 990
""""""""""" DPGENERICO | 87 . ND | ese | ee4

Observacién: Con base en los datos de estrés de 15 dias, la pureza de la formulacién 4, 5y 7 fue comparable con
la formulacién de referencia (DP genérico). (Figura 4)

f) Potencia

La actividad biol6gica de Romiplostim se determina por bioensayo in vitro basado en células. El ensayo se basa

8
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en la proliferacién de megacarocitos en la linea de células UT -7 (leucemia mieloide aguda) que expresa el receptor
de TPO. El Romiplostim prolifera especificamente la actividad de la linea de células UT-7 de una manera

dependiente de la dosis.

S Tabla 10: Datos de % de potencia de la formulacion 4,5, 6y 7 .
DP % de potencia relativa 15D S
"""""""""""" Ddemuesta . D0 |  3dlas |  7dias | 15dias
Formulacién 4 i 800 | 830 i 010 77,0
Formulacién 5 . 1060 | 111,0 118,0 ~
Formulacién 6 o910 850 i 030 86,0
Formulacién 7 . 67,0 | 93,0 72,0 78,0
DP GENERICO e ND 114 , 135

Observacién: No hay cambios en la potencia a 40 °C después de 15 dias en comparacion con la inicial en toda la

formulacién.
10 Ejemplo 4
Formulacién de datos de estabilidad acelerada 2, 4, 5, 7 y 8 (estado liquido):

a) Apariencia fisica

15
Se observé que todas las muestras eran claras e incoloras hasta 21 D AT
b) CEX-HPLC
20 Tabla 11: Datos CEX de la formulacion 2, 4,5, 7y 8
"""""""" IDdemuestra | Dia0O | 3das | 7dias |  15dias |  21dias
Formulacién 2 96,4 96,4
Formulacion 4 : 95,1 ' 94,8
Formulacién 5 72,4 58,8
Formulacién 7 75,5 68,5
Formulacién 8 90,9 90,7
‘ DS genérico : 87,8 85,4

Observacién: Con base en los datos de estrés de 21 dias, la pureza de la formulacién 4 y 8 fue comparable con la

formulacién de referencia (DS genérico). (Figura 5)
25 c) SEC-HPLC

Tabla 12: Datos SEC de la formulacién 2,4, 5, 7y 8

................ e
 Formulacien2 . 983 | 996 | 996 . ¢ %96 . 997
““““““““ Formulacion4 i 987 995 997
 Formulacien5 . 996 | 991 | 992 . ¢ %95 . 995
““““““““ Formulacien7 i 995 993 . 995
 Formulacien8 | 981 | 996 . 995 i ¢ %95 . 998
""""""""" DS genérico | 992 993 . 994

Observacién: Con base en los datos de estrés de 21 dias, la pureza de la formulacién 4 y 8 fue comparable con la

9
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formulacién de referencia (DS genérico). (Figura 6)
d) Potencia

La actividad biol6gica de Romiplostim se determina por bioensayo in vitro basado en células. El ensayo se basa
en la proliferacién de megacarocitos en la linea de células UT -7 (leucemia mieloide aguda) que expresa el receptor
de TPO. El Romiplostim prolifera especificamente la actividad de la linea de células UT-7 de una manera
dependiente de la dosis.

Tabla 13: Datos de % de potencia de la formulacién 2, 4,5, 7y 8

““““““““ IDdemuestra | DiaO : 3dias | 7dias | 15dias | 21dias
. Formulacien2 | - 0 : 9 . 19 o 8
““““““““ Formulacien4 | 103 103 8
 Formulaciéen5 89 I
““““““““ Formulacion7 | 87 78 81
Formulacion 8 118 109 89
DP genérico 115 : : : 125 117

Observacién: No hay cambios en la potencia a 40 °C después de 21 dias en comparacién con la inicial en todas
las formulaciones.

Ejemplo 5
Justificaciéon: Con base en los datos anteriores, los tres amortiguadores muestran una buena capacidad de
amortiguacién y un perfil de termoestabilidad. Para confirmar los resultados obtenidos durante el examen inicial,

se llevé a cabo otro conjunto de estudios de estabilidad con las formulaciones 4 y 8.

Tabla 14: Condicién de estudio y puntos de tiempo para formulacién 4 y 8

 No. de serie | Condicién Temperatura Puntos de tiempo

1 Estrés 40°C £ 2°C 0D, 3D, 7D, 15D y 30D

Método de preparacion:

La formulacién de Romiplostim se preparé en la composicién de formulaciéon dada en la tabla 1 al disolver los
excipientes en agua para inyeccion. La concentracién de proteina se establecié en 0,5 mg/ mL y el pH de la
formulacién se establece en 5,0 similar a la formulacién de referencia. 0,75 ml de solucién llenada en un vial de 5
ml USP tipo 1 y medio tapado con tapén de goma de bromobutilo. Después de la finalizacién del ciclo de
liofilizacion, los viales se sellan con sellos “flip-off’ y se almacenan a2 °C — 8 °C. El vial lleno se cargd a 40 °C
durante 30 dias de estudio de estabilidad al estrés. Durante el estudio de estabilidad, se realizaron las siguientes
pruebas:

Tabla 15: Propésito de las pruebas

Pruebas Propésito de las pruebas
""""""""""""""""""" SEHPLC | Monitorear agregados (impurezas HMW)
"""""""""""""""" CEXHPLC | Monitorear impurezas relacionadas con carga
""""""""""""""""" Potenca | Monitorear el efecto en el bioensayo in vitro
"""""""""""""""""""""""" pH  Monitorearel efectoenelpH
. Aparenciafisica o Monitorear la apariencia fisica

a) Apariencia fisica
Se observé que todas las muestras eran torta liofilizada de color blanco a amarillo palido hasta 28 D ST.

b) Apariencia fisica después de reconstitucién

10



ES 3002 132T3

Se observé que todas las muestras eran claras e incoloras hasta 28 D ST.

c) pH
O i ——— Tabla 16: Datos de pH de la formulacion 4y 8 ...
Amortiguadores pH
“““““““““““““““ Puntodetiempo . oD | 3 . 7D 15D 30D
Formulacién 4 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
: Formulacién 8 51 , 51 , 51 5,0 , 5,0

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

ID de muestra

Formulacién 4

Formulacién 8

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

10
Observacion: Las formulaciones 4 y 8 muestran una buena estabilidad y son comparables (figura 7).
e) SEC-HPLC
15 Tabla 18: Datos SEC de amortiguadores de formulacién 4y 8
| % de pureza ID de muestra 0 dia, 3 dias, 7 dias, 15 dias, 30 dias
""""""""""""" Formulacien4 992 . 995 995 | 995 | 994
Formulacién 8 . 996 | 996 | 996 | 996
Observacién: La formulacién 4 y 8 muestran una buena estabilidad y son comparables en el perfil SEC (figura 8).
f) Potencia
20

Tabla 19: Datos de % de potencia de amortiguadores de formulacién 4y 8

ID de muestra 30 dias
Formulacién 4 103
‘ Formulacion 8 : ' 106

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

Observaciéon: No hay cambios en la potencia a 40 °C después de 30 dias en comparacién con la inicial en todas
las formulaciones.

1
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica liofilizada de Romiplostim que se puede obtener al liofilizar una formulacién que
comprende Romiplostim a una concentracién de 0,1 mg/mL a 1,0 mg/mL, citro-fosfato como amortiguador,
sacarosa como agente volumétrico y polisorbato 20 a pH 5,0.

2. Una composicién farmacéutica liofilizada como se reivindica en la reivindicacién 1, donde la formulacién
comprende

0,5 mg/mL de Romiplostim
amortiguador de citrofosfato 9 mM -11 mM
8,0 % p/v - 10 % p/v de sacarosa

a
b
c
d) 0,003 % p/v - 0,005 % p/v de polisorbato 20.

)
)
)
)

3. Una composicién farmacéutica liofilizada de Romiplostim como se reivindica en la reivindicacién 1, donde la
formulacién comprende ademas trehalosa como agente volumétrico.

4. Una composicién farmacéutica liofilizada como se reivindica en la reivindicacién 3, donde la formulacién
comprende

a) 0,5 mg/mL de Romiplostim

b) amortiguador de citrofosfato 9 mM - 11 mM
¢) 7,0 % piv - 9,0 % p/v de trehalosa

d) 1,0 % p/v - 3,0 % p/v de sacarosa

e) 0,003 % - 0,005 % p/v de polisorbato 20.

12
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DIBUJOS

Pico principal de CEX-HPLC versus Tiempo

100
96
8
L 92
o}
o
< 88
S
84 webes Formulacion 1 wglpes FOrmulacion 2
angpos FOrmulacion 3 sufiies DP GENERICO
80
0 dias 3 dias 7 dias 15 dias
Figura 1: Analisis de tendencia CEX de formulacion 1,2y 3
Pico principal de SE-HPLC versus Tiempo
100,0 m - - :
96,0
N
¢ 92,0
S
a
S 88,0
X
84,0 wabfes Formulacion 1 sudies Formulacion 2
g FOrmulacion 3 waliffie= DP GENERICO
80,0 i 7 ;
0 dias 3 dias 7 dias 15 dias

Figura 2: Analisis de tendencia SEC de formulacion 1,2y 3
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% de Pureza

Pico principal de CEX-HPLC versus Tiempo

98,0
94,0
90,0
86,0
82,0
78,0
74,0

o

s=ipos FOormulacion 4 syl Formulacion 5 L o Formulagém
==l Formulacion 7 e DP GENERICO

70,0

0 dias 3 dias 7 dias 15 dias

Figura 3: Analisis de tendencia CEX de formulacién4,5,6 y 7

98,0
94,0
90,0
86,0
82,0
78,0
74,0
70,0

% de Pureza

Pico principal de SE-HPLC versus Tiempo

e Formulacion 4 sl Formulacion 5 s Formulacion 6
e Formulacion 7 sujjiss DP GENERICO

0 dias 3 dias 7 dias 15 dias

Figura 4: Analisis de tendencia SEC de formulacion 4,5,6 y 7
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Pico principal de CEX-HPLC versus Tiempo

100,0
90,0
(1]
N
o
= 80,0
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@
© 70,0
X
60,0 - Formulacion 2 == Formulacion 4 N Formfﬂ%ci@n 5
a=iiies FOrmulacion 7 == FOrmulacion 8 -DS GENERICO
50,0
0 dias 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias

Figura 5: Analisis de tendencia CEX de formulacion 2,4,5,7y 8

Pico principal de SE-HPLC versus Tiempo

100,0

98,0

96,0

94,0

% de Pureza

92,0 ~Formulacion 2 =3¢= FOormulacién 4 === Formulacion 5

wifi Formutacion 7 DS GENERICO

90,0

0 dias 3 dias 30 dias

Figura 6: Analisis de tendencia SEC de formulacién 2,4,5,7 y 8
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100,0

90,0

80,0

% de Pureza

70,0

60,0

Pico principal de CEX-HPLC versus Tiempo
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anfps NIF 4 e NIF 8

0 dias 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias

Figura 7: Analisis de tendencia CEX formulacion 4 y 8 cargada a 40 °C
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Figura 8: Analisis de tendencia SEC formulacion 4 y 8 cargada a 40 °C
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