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DESCRIPCION

Composicion de liberacion sostenida que contiene cinc, su preparacién y procedimiento para producir la misma.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una composicion de liberacién sostenida que contiene cinc, a su preparacion y
a un procedimiento para producir la misma, caracterizado por mezclar una proteina o un péptido que tienen actividad
fisiolégica y una sal de cinc soluble en agua con una disolucién acuosa de un carbonato soluble en agua y/o un fosfato
soluble en agua, formando de este modo un precipitado.

Técnica anterior

En la actualidad se usan preparaciones que comprenden factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)
frente a trastornos y afecciones clinicas acompafiados por una reduccién de neutréfilos. Estas preparaciones pueden
administrarse mediante inyeccidn intravenosa, inyeccién subcutdnea o infusion intravenosa, pero deben administrarse
cada dia una o dos veces al dia.

Esto se atribuye a la poca estabilidad del G-CSF en la sangre y a la corta semivida, asi como al requerimiento de
que el G-CSF debe existir en mds de una cierta concentracion en la sangre para mantener su eficacia farmacoldgica.
Por este motivo, un paciente tiene la carga de una administracion diaria y por eso tiene la carga de un uso excesivo de
G-CSF. Por tanto, se requiere una preparacion que haga posible mantener el nivel de G-CSF en sangre constante.

En vista del hecho de que el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) forma un precipitado con iones
metélicos tales como i6n calcio e i6n cinc, una técnica convencional intent6 desarrollar una preparacién de liberacién
sostenida basandose en un precipitado insoluble en agua de este tipo. Por ejemplo, un precipitado formado exclusiva-
mente de una proteina y un ién metalico multivalente puede disolverse facilmente, de modo que no puede conseguirse
tal cual la capacidad de liberacién sostenida deseada. Para hacer frente a esto, se ha propuesto un procedimiento en el
que se afiade una segunda sustancia precipitable a la composicién de precipitado formada por G-CSF e i6n metélico
para suprimir la disolucién del precipitado formado por G-CSF e i6n metdlico (publicacidn de patente japonesa abier-
ta a consulta por el publico nimero 2003-81865). En este caso, la segunda sustancia precipitable que ha de afiadirse
son, por ejemplo, proteinas que pueden unirse a un i6n metélico pero que casi no tienen eficacia farmacoldgica por si
mismas, tal como albiimina sérica humana y similares. También se da a conocer que afladiendo un mucopolisacdrido
dcido tal como condroitina sulfato, la proteina mezclada puede precipitar de una manera més eficaz y el precipitado
resultante muestra una capacidad de liberacion sostenida mucho mejor de G-CSF.

El procedimiento anterior, sin embargo, implica el problema de que aunque el 95% o mas del G-CSF precipita
mediante coprecipitacion con estas proteinas cuando se usa a una concentracién de aproximadamente varios cientos de
ug/ml, la eficacia de precipitacion disminuye hasta el 90% o menos cuando la concentracion de G-CSF es de 1 mg/ml o
superior. Adicionalmente, puesto que la albimina sérica humana o el condroitina sulfato usados como coprecipitados
son un material biolégico, surge un problema de seguridad. Ademads el procedimiento anterior debe contrarrestar el
problema de que se limita el uso de los materiales biolégicos que se afiaden necesariamente porque son caros e influyen
bastante en el coste de produccidon. Ademds, considerando el niimero de las etapas de procedimiento que dependen del
tipo de composicidn, hay todavia margen de mejora.

La publicacién internacional nimero WO 03/000282 da a conocer la combinacién de una hormona del crecimiento,
hidrogenocarbonato de sodio y acetato de cinc con el fin de solidificar 1a hormona del crecimiento (véanse los ejemplos
1y 2) y, sin embargo, no hace referencia al efecto de liberacién sostenida de la hormona del crecimiento sélida
formada. Ademads, ésta difiere de la composicion descubierta por los presentes inventores para conseguir la capacidad
de liberacién sostenida.

Por tanto, es un objetivo de la presente invencién proporcionar una preparacion insoluble en agua que pueda
prepararse mas facilmente que usando los procedimientos mencionados anteriormente y que pueda hacer precipitar
un péptido o una proteina fisiolégicamente activos tal como G-CSF con alto rendimiento y estabilizar los mismos, y
permitir que la proteina o el péptido fisiolégicamente activos conserven su eficacia farmacolégica durante varios dias
en un organismo vivo debido al efecto de liberacidn sostenida del precipitado obtenido.

Con el fin de conseguir este objetivo, los presentes inventores examinaron un procedimiento que utiliza la co-
precipitacién con una sal de cinc insoluble en agua para descubrir una sustancia que pueda hacer que una proteina
fisiolégicamente activa interaccione con un precipitado de i6n cinc con alta eficacia en presencia de un i6n cinc sin
usar un material biolégico tal como albimina sérica humana o condroitina sulfato segiin se describié anteriormente.

Como resultado, se descubrié que una proteina fisiol6gicamente activa que interacciona con un ién cinc estd con-
tenida de manera eficaz en un precipitado formado mezclando una sal de cinc soluble en agua tal como cloruro de
cinc o acetato de cinc con un carbonato soluble en agua tal como hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de sodio
y, opcionalmente, un fosfato soluble en agua tal como fosfato de sodio.
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En resumen, los presentes inventores descubrieron que si una proteina fisiolégicamente activa que se une al cinc
tal como G-CSF coexiste durante la formacién de un precipitado mezclando una sal de cinc soluble en agua y una
disolucién acuosa de carbonato soluble en agua y, opcionalmente, un fosfato soluble en agua, puede formarse un
precipitado que contiene de manera eficaz una proteina fisioldgicamente activa de este tipo. También se confirmé que
la composicidn de precipitado asi obtenida podia liberar la proteina fisioldgicamente activa contenida en la misma de
manera sostenida.

También se descubrié que usando una combinacién de carbonato soluble en agua y fosfato soluble en agua y
variando la proporcién de mezclado de la misma es posible controlar la tasa de liberacién sostenida de la proteina
fisiolégicamente activa tal como G-CSF.

Como preparacién de liberacion sostenida particulada usando una sal inorgénica insoluble en agua similar, se co-
noce una preparacion de carbonato de calcio dada a conocer en la publicacidn de patente japonesa abierta a consulta
por el publico nimero 2002-348234. En este caso, se requiere formar materiales particulados de carbonato de calcio
a una concentracién de 1 M o superior para hacer que el precipitado resultante contenga G-CSF de aproximada-
mente 100 pug/ml. Ademads, dado que la cantidad de liberacién de G-CSF a partir del precipitado resultante es muy
pequeiia y, por tanto, la caracteristica del precipitado es diferente de la composicién de precipitado de la presente
invencion.

Por ejemplo, segiin la presente invencidn, casi todo el G-CSF de aproximadamente 1 mg/ml de G-CSF en concen-
tracién puede incorporarse en el precipitado resultante mezclando simultineamente de manera aproximada acetato de
cinc 20 mM o cloruro de cinc (concentracion de cinc: aproximadamente 1,3 mg/ml) y aproximadamente hidrogeno-
carbonato de sodio 20 mM y, opcionalmente, un fosfato.

Es decir, los presentes inventores descubrieron que puede hacerse precipitar casi el 100% del G-CSF, por ejemplo,
con cinc de un peso practicamente equivalente al G-CSF usando una sal de cinc soluble en agua y un carbonato soluble
en agua y, opcionalmente, un fosfato, y consiguieron la presente invencién.

El precipitado obtenido es suficientemente fino para pasar a través de una aguja hipodérmica, de modo que puede
usarse como una preparacion inyectable.

Ademéds, estudios experimentales que usan ratones han demostrado que la presente invencién mejora no sélo el
rendimiento de formacién de precipitados de una proteina fisioldgicamente activa sino también el efecto de liberacién
sostenida en un organismo vivo, y se llevé a cabo la presente invencion.

Descripcion de la invencion

Por tanto, un aspecto de la presente invencion proporciona una composicién de liberacién sostenida que contiene
cinc que comprende un precipitado que contiene un péptido o una proteina fisiolégicamente activos obtenido mezclan-
do un péptido o una proteina fisiolégicamente activos, una sal de cinc soluble en agua y una disolucién acuosa de un
carbonato soluble en agua y, opcionalmente, un fosfato soluble en agua.

Mas especificamente, la presente invencidn es una composicion de liberacidn sostenida que contiene cinc en la que
la sal de cinc soluble en agua es acetato de cinc o cloruro de cinc.

Especificamente, la presente invencién proporciona una composicién de liberacién sostenida que contiene cinc en
la que el carbonato soluble en agua es carbonato de sodio o hidrogenocarbonato de sodio y el fosfato soluble en agua
es fosfato de sodio o hidrogenofosfato de sodio.

En este caso, el carbonato soluble en agua mejora la formacioén de la precipitacién y la capacidad de liberacion
sostenida inicial del precipitado y el fosfato insoluble en agua mejora la durabilidad de la liberacién sostenida del
péptido o de la proteina fisiolégicamente activos a partir del precipitado.

Mas especificamente, la presente invencién proporciona una composicién de liberacién sostenida que contiene
cinc en la que la proteina fisiol6gicamente activa es G-CSF, anticuerpo, hormona del crecimiento, IFN, EPO, GM-
CSF, BDNF, NT3, interleucina o FGF.

En un aspecto especifico mds preferido, la presente invencidn es una composicién de liberacion sostenida que
contiene cinc en la que la composicién de liberacién sostenida que contiene cinc estd liofilizada y en una forma
adecuada para inyeccion subcutdnea o inyeccién intramuscular.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una preparacion de liberacidn sostenida que contiene cinc que
comprende la composicién de liberacion sostenida que contiene cinc mencionada anteriormente, y mas especifica-
mente una preparacion de liberacién sostenida que contiene cinc preparada afiadiendo un aditivo farmacéuticamente
aceptable a la composicién de liberacion sostenida que contiene cinc mencionada anteriormente, si fuera necesario.

Especificamente, la presente invencidn es una preparacion de liberacion sostenida que contiene cinc en la que el
aditivo farmacéuticamente aceptable es un agente dispersante, un tensioactivo, un agente antiséptico o un estabilizador,

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300 758 T3

y mas especificamente una preparacién de liberacién sostenida que contiene cinc en la que el aditivo farmacéutica-
mente aceptable es un sacdrido.

Preferiblemente, la presente invencion es una preparacién de liberacion sostenida que contiene cinc en la que estd
liofilizada y estd en una forma adecuada para inyeccidn subcutdnea e inyeccién intramuscular.

Entre otros, la presente invencion es, en particular, un agente para aumentar los leucocitos que comprende una
preparacién de liberacion sostenida que contiene cinc en la que la proteina fisiolégicamente activa es G-CSF.

En todavia otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para producir una composicién de
liberacion sostenida que contiene cinc caracterizado por mezclar un péptido o una proteina fisiolégicamente activos,
una sal de cinc soluble en agua y una disolucién acuosa de un carbonato soluble en agua y, opcionalmente, un fosfato
soluble en agua, formando de este modo un precipitado que contiene el péptido o la proteina fisiol6gicamente activos.

Mejor modo para llevar a cabo la invencién

Segtin se describi6 anteriormente, un aspecto de la presente invencion proporciona una composicién de liberacién
sostenida que contiene cinc que comprende un precipitado que contiene un péptido o una proteina fisiolégicamente
activos, compuesto tipico que es G-CSF, obtenido mezclando un péptido o una proteina fisiolégicamente activos,
una sal de cinc soluble en agua y una disolucién acuosa de un carbonato soluble en agua y/o un fosfato soluble en
agua.

La presente invencion se caracteriza por formar un precipitado en un intervalo de pH desde 4,5 hasta 9,0, en par-
ticular. Es decir, puesto que el intervalo de pH se fija alrededor de la neutralidad, la produccién sin perder actividad
es posible para una proteina tal como G-CSF cuya actividad se perdera a valores de pH extremos. Ademas, la pre-
sente invenciodn se caracteriza por hacer que el G-CSF esté contenido en el precipitado en una proporcién alta. En la
condicion éptima de este caso, se realiza un contenido en G-CSF no inferior al 99%.

Una composicion de liberacién sostenida insoluble en agua que es un precipitado proporcionado mediante la
presente invencion se forma preferiblemente mezclando en primer lugar basicamente de 10 a 2000 pg/ml de G-CSF
con una disolucién de hidrogenocarbonato de sodio de concentracién final no inferior a 20 mM y afiadiendo después
una disolucién de acetato de cinc o cloruro de cinc de concentracion final no inferior a 20 mM, formando de este modo
un precipitado que es la composicidn de liberacién sostenida de precipitado. En este caso, preferiblemente, la sal de
cinc soluble en agua se afiade de modo que la proporcién molar del péptido o de la proteina fisiolégicamente activos
y el cinc en la sal de cinc soluble en agua es de 1:100 o superior.

De la misma manera, como para un anticuerpo, interferén u hormona del crecimiento, fue posible producir una
composicién de precipitado que parece tener casi las mismas propiedades que las del G-CSF, mediante el procedi-
miento de produccién de precipitado segiin la presente invencion.

Ademds, también se descubrié que usando tanto un carbonato soluble en agua como un fosfato soluble en agua y
cambiando la proporcién de mezclado de los mismos, es posible controlar la tasa de liberacién sostenida de G-CSF.

Ademads, afiadiendo un mucopolisacdrido 4cido tal como condroitina sulfato o poli(4cido lactico-co-glicélico) (PL-
GA), es posible controlar el efecto de liberacién sostenida.

En la composicién de precipitado de la presente invencion, pueden afiadirse sacaridos tales como manitol y trehalo-
sa a la suspension tras la formacién del precipitado, que entonces se liofiliza y vuelve a suspenderse en agua destilada
inyectable antes de su uso.

Se llevé a cabo un andlisis de HPLC para los precipitados antes y después de la liofilizacién disueltos con EDTA,
descubriendo que los patrones de elucién no eran diferentes de los del G-CSF usado para formar los precipitados y
que el G-CSF no se agregaba ni descomponia durante la formacién de precipitado o durante la liofilizacién. Por tanto,
se confirmd la excelente estabilidad del precipitado. También se confirmé que con una preparacién que contiene el
precipitado segun la invencién, el G-CSF no se desnaturalizé a lo largo de un mes a 37°C en una prueba de estabilidad
en almacenamiento.

La preparacién que contiene una composicioén de precipitado que es otro aspecto proporcionado mediante la pre-
sente invencién, por ejemplo, una preparacién que contiene G-CSF comprende un precipitado obtenido mediante la
formacién de precipitado segilin se describié anteriormente y un aditivo farmacéuticamente aceptable tal como un
agente dispersante, un tensioactivo, un agente antiséptico, un estabilizador o sacdrido, y esta preparacién puede admi-
nistrarse mediante inyeccidn subcutdnea, inyeccién intramuscular o medios similares.

La preparacion de la presente invencidn asi proporcionada, por ejemplo, una preparacion de G-CSF, no sélo man-
tiene su eficacia farmacoldgica durante una semana o mds mediante una Unica dosis en ratones sino también reduce
la cantidad de dosificacion en comparacién con la cantidad de G-CSF que se administra cada dia para mantener la
eficacia farmacolégica.
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Por tanto, la composicion de liberacion sostenida que contiene cinc proporcionada mediante la presente invencién
se produce concretamente mezclando un péptido o una proteina fisiolégicamente activos, una sal de cinc soluble en
agua y una disolucién acuosa de un carbonato soluble en agua y, opcionalmente, un fosfato soluble en agua, formando
de este modo un precipitado que contiene el péptido o la proteina fisiolégicamente activos.

La preparacién de liberacion sostenida que contiene cinc producida mediante este procedimiento puede conte-
ner péptidos o proteinas fisiolégicamente activos que pueden formar un precipitado con un i6n cinc asi como G-
CSF. Los ejemplos de tales péptidos o proteinas fisiolégicamente activos incluyen hirudina, interleucina-2 (IL-2),
interferén (IFN), etanercept, anticuerpo, anticuerpo frente al TNF, eritropoyetina (EPO), factor estimulante de co-
lonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), hormona del crecimiento, BDNF, NT3, FGF, proteinas que tienen
acido y-carboxiglutdmico, preparaciones de proteinas recombinantes con etiqueta de His y similares. Entre éstos,
se prefieren particularmente los factores bioldgicos que muestran la eficacia farmacoldgica mediante una cantidad
pequedna.

Por ejemplo, si un anticuerpo, interferén u hormona del crecimiento se hace precipitar segtin el procedimiento de
la presente invencidn, estaba contenido en el precipitado con un rendimiento tan alto como el observado en G-CSF, de
modo que puede esperarse un efecto de liberacién sostenida comparativo.

La composicién de liberacién sostenida proporcionada mediante la presente invencion puede prepararse dentro de
una preparacion para administracion parenteral aprovechando su propiedad.

Los ejemplos de la preparacién parenteral incluyen preparaciones inyectables (inyeccién subcutinea, inyeccion
intramuscular, inyeccidn intravenosa, etc.), preparaciones en disolucién tales como infusion intravenosa, preparaciones
nasales tales como preparacién en pulverizador, y preparaciones para administracién transmucosa. Cualquiera de
estas preparaciones puede prepararse de acuerdo con el procedimiento descrito en “General Rules for Preparations”
en La Farmacopea Japonesa. En una preparacién pueden seleccionarse y usarse de manera apropiada un vehiculo,
un plastificante, un agente isotonizante, un estabilizador y similares que se usan comunmente en el campo farma-
céutico.

El contenido de la composicién de precipitado, que es un principio activo en la preparacién de liberacion sostenida
proporcionada mediante la presente invencién, no puede limitarse particularmente. En general, una cantidad de dosifi-
cacion que permite que el péptido o la proteina fisioldgicamente activos ejerzan su actividad farmacoldgica y expresen
el efecto debe estar contenida en la composicion de precipitado aunque varia dependiendo de la edad, el sexo, el peso
corporal, la afeccién clinica y similares del paciente al que ha de administrarse.

Ejemplos

La presente invencién se describird en detalle a modo de ejemplos, sin embargo, la presente invencién no esta
limitada a estos ejemplos.

Ejemplo 1

Preparacion de composicion de liberacion sostenida de precipitado mezclando G-CSF con acetato de cinc o cloruro de
cinc (20 mM) y disolucion de hidrogenocarbonato de sodio (20 mM), tasa de precipitacion de G-CSF y comparacion
con un caso en el que se uso calcio como sal de metal

En primer lugar se mezclaron 50 ul de disoluciéon de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tampdn fosfato aproxima-
damente 30 mM, 8 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 134 ul de agua Milli-Q, y entonces se le afiadieron
a la mezcla 8 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) o cloruro de cinc (0,5 M) con agitacién y se dejé a tempe-
ratura ambiente durante 10 minutos. De la misma manera, en primer lugar se mezclaron 50 ul de disolucién de G-
CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tamp6n fosfato aproximadamente 30 mM, 8 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5
M) y 134 ul de agua Milli-Q, y entonces se le afiadieron a la mezcla 8 ul de cloruro de calcio (0,5 M) con agita-
cioén y se dejé a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se centrifugaron estas suspensiones a aproximadamente
10.000 xg. Se recogieron los sobrenadantes y se disolvieron los precipitados en disolucién de EDTA 0,1 M (pH 7,4)
y se determiné el contenido en G-CSF contenido en los sobrenadantes y precipitados mediante un procedimiento
ELISA.
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Los resultados se muestran en la tabla 1.

TABLA 1

Tasa de precipitacion de G-CSF en formacion de precipitado mezclando G-CSF con disolucion de cloruro de cinc o
acetato de cinc y disolucion de hidrogenocarbonato de sodio, y tasa de precipitacion de G-CSF mezclando con
disolucion de cloruro de calcio y disolucion de hidrogenocarbonato de sodio

Contenido en C-CSF (%)

Sobrenadante | Precipitado
Hidrogenocarbonato de sodio + acetato de cinc 0,8 99,2
Hidrogenocarbonato de sodio + cloruro de cinc 0,1 99,9
Hidrogenocarbonato de sodio + cloruro de calcio 93,2 6,8

Tal como se muestra en la tabla 1, a la concentracién de G-CSF de 1 mg/ml, el precipitado no contenia mas del
10% de G-CSF cuando el precipitado se formaba usando cloruro de calcio. Por el contrario, cuando el precipitado
se formaba usando cloruro de cinc o acetato de cinc 20 mM, el precipitado contenia G-CSF con una alta eficacia no
inferior al 99%.

En la publicacién de patente japonesa abierta a consulta por el piblico 2002-348234 a la que se hizo referencia
previamente como técnica convencional, con el fin de hacer que el G-CSF esté contenido en el precipitado con alta
eficacia, el precipitado se produce afiadiendo ademds 2,5 ml de carbonato de sodio (1 M) a 650 ul de cloruro de calcio
(5 M) y 250 ul de G-CSF (0,5 mg/ml).

Ejemplo 2

Estudios de la concentracion de cinc requerida para hacer un precipitado al 99% o superior a partir de 1 mg/ml de
disolucion de G-CSF

(1) Se prepar6 una preparacién en la que la concentracién final de cinc es 20 mM mezclando en primer lugar 50 pul
de disolucion de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tamp6n fosfato aproximadamente 30 mM, 40 ul de hidrogenocarbo-
nato de sodio (0,1 M) y 70 ul de agua Milli-Q, afiadiendo después a esta disolucién 40 ul de disolucién de acetato de
cinc (0,1 M) con agitacién y dejando la disolucién resultante a temperatura ambiente durante 10 minutos.

(2) Se prepar6 una preparacion en la que la concentracion final de cinc es 10 mM mezclando en primer lugar 50 ul
de disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tampén fosfato aproximadamente 30 mM, 20 u de hidrogenocarbo-
nato de sodio (0,1 M) y 110 ul de agua Milli-Q, afiadiendo después a esta disolucién 20 ul de disolucion de acetato de
cinc (0,1 M) con agitacién y dejando la disolucién resultante a temperatura ambiente durante 10 minutos.

(3) Se prepar6 una preparacion en la que la concentracion final de cinc es 5 mM mezclando en primer lugar 50 ul de
disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tampdn fosfato aproximadamente 30 mM, 10 ul de hidrogenocarbonato
de sodio (0,1 M) y 130 ul de agua Milli-Q, afiadiendo después a esta disolucion 10 ul de disolucién de acetato de cinc
(0,1 M) con agitacién y dejando la disolucidn resultante a temperatura ambiente durante 10 minutos.

(4) Se preparé una preparacion en la que la concentracioén final de cinc es 2 mM mezclando en primer lugar 50 ul de
disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tampén fosfato aproximadamente 30 mM, 4 ul de hidrogenocarbonato
de sodio (0,1 M) y 142 ul de agua Milli-Q, afiadiendo después a esta disolucion 4 ul de disolucion de acetato de cinc
(0,1 M) con agitacién y dejando la disolucién resultante a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Se centrifugaron estas suspensiones (1) a (4) a aproximadamente 10.000 xg. Se recogieron los sobrenadantes y
se disolvieron los precipitados en disolucién de EDTA 0,1 M (pH 7,4) y se determinaron las cantidades de G-CSF
contenidas en los sobrenadantes y precipitados mediante un procedimiento ELISA.
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TABLA 2

Concentracion de cinc y contenido en G-CSF de los precipitados formados usando acetato
de cinc e hidrogenocarbonato de sodio a partir de la disolucion con una concentracion de G-CSF

de 1 mg/ml
Concentracion de cinc Contenido en G-CSF (%)
(mM) Sobrenadante Precipitado
20 0,3 99,7
10 66,1 33,9
5 79,2 20,8
2 89,0 11,0

Tal como se muestra en la tabla 2, cuando se usé una disolucién de acetato de cinc que tiene una concentracién
final de 20 mM (G-CSF:Zn (p/p) = 1:1,3), el precipitado no contenia menos del 99% de G-CSF, mientras que cuando
la concentracién final no era mayor que 10 mM, la tasa de precipitacion de G-CSF se redujo drasticamente.

Ejemplo 3

Estudios de la concentracion de cinc requerida para hacer un precipitado al 99% o superior a partir de 1 mg/ml de
disolucion de G-CSF sin fosfato

(1) Se prepar6 una preparacién en la que la concentracién final de cinc es 20 mM mezclando en primer lugar 80 ul
de disolucién de G-CSF (2,5 mg/ml) disueltos en agua inyectable, 8 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 104
1 de agua Milli-Q, afiadiendo después a esta disolucion 8 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién y
dejando la disolucién resultante a temperatura ambiente durante 10 minutos.

(2) Se prepar6 una preparacion en la que la concentracioén final de cinc es 15 mM mezclando en primer lugar 80 ul
de disolucién de G-CSF (2,5 mg/ml) disueltos en agua inyectable, 6 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 108
ul de agua Milli-Q, afiadiendo después a esta disolucion 6 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién y
dejando la disolucién resultante a temperatura ambiente durante 10 minutos.

(3) Se prepar6 una preparacién en la que la concentracién final de cinc es 10 mM mezclando en primer lugar 80 ul
de disolucién de G-CSF (2,5 mg/ml) disueltos en agua inyectable, 4 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 112
ul de agua Milli-Q, afladiendo después a esta disolucion 4 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién y
dejando la disolucién resultante a temperatura ambiente durante 10 minutos.

(4) Se prepard una preparacién en la que la concentracion final de cinc es 5 mM mezclando en primer lugar 80 pl
de disolucién de G-CSF (2,5 mg/ml) disueltos en agua inyectable, 2 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 116
1 de agua Milli-Q, afiadiendo después a esta disolucién 2 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién y
dejando la disolucién resultante a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Se centrifugaron estas suspensiones (1) a (4) a aproximadamente 10.000 xg. Se recogieron los sobrenadantes y
se disolvieron los precipitados en disolucién de EDTA 0,1 M (pH 7,4) y se determinaron las cantidades de G-CSF
contenidas en los sobrenadantes y precipitados mediante un procedimiento ELISA. Los resultados se muestran en la
tabla 3.
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TABLA 3

Concentracion de cinc 'y contenido en G-CSF de los precipitados formados usando acetato
de cinc e hidrogenocarbonato de sodio a partir de la disolucion con una concentracion de G-CSF

de 1 mg/ml
Concentracion de acetato de cinc e Contenido en G-CSF (%)
hidrogenocarbonato de sodio Sobrenadante | Precipitado
(mM)
20 0,7 99,3
15 0,7 99,3
10 1,3 98,7
5 0,7 99,3

Tal como resulta evidente a partir los resultados mostrados en la tabla 3, cuando no estaba presente un fosfato en
la formacién de precipitado, incluso una disolucién de acetato de cinc con un concentracion final de tan s6lo 5 mM
(G-CSF:Zn (p/p) = 1:0,33) podia hacer aproximadamente el 99% de precipitado de G-CSF.

Ejemplo 4

Efecto del fosfato sobre la formacion de precipitado de G-CSF a partir de 1 mg/ml de disolucion de G-CSF usando
acetato de cinc 20 mM e hidrogenocarbonato de sodio 20 mM

Se mezcl6 en primer lugar una mezcla de 80 u1 de disolucién de G-CSF desalada (2,5 mg/ml) (concentracién final:
1 mg/ml) y 8 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) (concentracién final: 20 mM) con diferentes proporciones de
tampodn fosfato (0,2 M) (pH 7,2)/agua Milli-Q tal como sigue:

(1) 40 p1/64 ul (concentracion de fosfato final: 40 mM)
(2) 20 p1/84 ul (concentracion de fosfato final: 20 mM)
(3) 10 u1/94 ul (concentracién de fosfato final: 10 mM)
(4) 5 u1/99 pl (concentracion de fosfato final: 5 mM)

(5) 0 ul/104 ul (concentracion de fosfato final: 0 mM).

Entonces, a estas disoluciones se les afiadieron 8 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién y
se dejaron a temperatura ambiente durante 10 minutos para preparar suspensiones que tuvieran las concentraciones
de fosfato finales respectivas. Se centrifugaron estas suspensiones a aproximadamente 10.000 xg. Se recogieron los
sobrenadantes y se disolvieron los precipitados en disoluciéon de EDTA 0,1 M (pH 7,4) y se determinaron las cantidades
de G-CSF contenidas en los sobrenadantes y precipitados mediante un procedimiento ELISA.

Los resultados se muestran en la tabla 4. Tal como resulta evidente a partir los resultados mostrados en la tabla 4,
cuando se formaba un precipitado de G-CSF 1 mg/ml mediante la combinacién de acetato de cinc 20 mM/hidrogeno-
carbonato de sodio 20 mM, un fosfato no inhib{a la formacién de precipitado de G-CSF a una concentracién final de
10 mM o menor.



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 300 758 T3

TABLA 4

Contenido en G-CSF de los precipitados formados usando acetato de cinc 20 mM e hidrogenocarbonato de sodio 20
mM a partir de la disolucion con una concentracion de G-CSF de 1 mg/ml con fosfato

Concentracion de fosfato Contenido en G-CSF (%)
(mM) Sobrenadante | Precipitado
40 73,3 26,7
20 50,1 49,9
10 0,2 99,8
5 0,2 99,8
0 0,1 99,9

Ejemplo 5

Perfil cinético en sangre de preparacion de liberacion sostenida de G-CSF preparada usando G-CSF disuelto en
tampon fosfato

(1) Se prepar6 una preparacién de liberacion sostenida que contenia 2 mg/ml de G-CSF mezclando en primer
Iugar 1000 w1 de disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tamp6n fosfato aproximadamente 30 mM, 160 ul de
hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 680 ul de agua Milli-Q, y anadiendo a esta disolucién 160 ul de disolucién de
acetato de cinc (0,5 M) con agitacioén.

(2) Se prepar6 una preparacion de liberacién sostenida que contenia 0,2 mg/ml de G-CSF mezclando en primer
Iugar 100 ul de disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tamp6n fosfato aproximadamente 30 mM, 160 ul de
hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 1580 ul de agua Milli-Q, y afiadiendo a esta disolucion 160 ul de disolucién
de acetato de cinc (0,5 M) con agitacion.

(3) Se prepar6 una preparacién de liberacién sostenida que contenia 0,02 mg/ml de G-CSF mezclando en primer
lugar 10 ul de disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tampodn fosfato aproximadamente 30 mM, 160 ul de
hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 1670 ul de agua Milli-Q, y afiadiendo a esta disolucién 160 ul de disolucién
de acetato de cinc (0,5 M) con agitacion.

(4) Se prepar6 una disolucién preparacién que contenia 0,2 mg/ml de G-CSF mezclando 100 ul de disolucién de
G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tampdn fosfato aproximadamente 30 mM y 1900 pl de agua Milli-Q.

A estas disoluciones (1) a (4) se le afiadieron 0,1 g de manitol, y cada 5 ml/kg de las disoluciones resultantes se
administraron por via subcutdnea a ratones ddY de 8 semanas de edad (2 ratones por grupo). Se tomé una muestra de
sangre (65 ul) a 4 horas, 1, 2, 3 y 4 dias tras la administracion para medir la concentraciéon de G-CSF mediante un
procedimiento ELISA.

Tal como resulta evidente a partir los resultados mostrados en la tabla 5, la preparacién de liberacién sostenida
que contiene G-CSF que se administrd por via subcutdnea se observé en la sangre durante varios dias de una manera
sostenida. Por el contrario, cuando se administré la preparacién en disolucién, se detecté G-CSF en la sangre sélo
durante un dfa.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300 758 T3

TABLA 5

Perfil cinético en sangre de G-CSF en los ratones a los que se administro preparacion de G-CSF

Preparacion (dosificacién) | Concentracion de G-CSF en sangre (ng/ml)
4 h 1 dia 2 dias | 3dias | 4 dias
Preparacion de 907,35 | 27244 | 7762 | 15,72 0,30
liberacion sostenida
(2 mg/mi)
Preparacion de 27,31 46,04 6,91 1,04 0,09
liberacién sostenida
(0,2 mg/ml)
Preparacién de 1,13 0,84 0,06 ND ND
liberacion sostenida
(0,02 mg/ml)
Preparacion en disolucion | 208,2 0,24 ND ND ND
(0,2 mg/ml)

ND: No detectado

Ejemplo 6

Comparacion del perfil cinético en sangre entre la preparacion de liberacion sostenida de G-CSF preparada usando
G-CSF disuelto en tampon fosfato y la preparacion de liberacion sostenida de G-CSF preparada usando disolucion
de G-CSF sin fosfato mediante desalacion

Se prepard una preparacion de liberacion sostenida que contenia fosfato mezclando en primer lugar 250 ul de
disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tampdn fosfato aproximadamente 30 mM, 40 ul de hidrogenocarbonato
de sodio (0,5 M) y 170 ul de agua Milli-Q, y afiadiendo a esta disolucién 40 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5
M) con agitacion. Se preparé una preparacion de liberacién sostenida sin fosfato mezclando en primer lugar 400 w1 de
disolucién de G-CSF desalada (2,5 mg/ml), 40 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 20 ul de agua Milli-Q en
agua inyectable, y afiadiendo a esta disolucién 40 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién. A estas
preparaciones se les afiadieron 0,025 g de manitol, y cada 5 ml/kg de las preparaciones resultantes se administraron
por via subcutdnea a ratones ddY de 8 semanas de edad (2 ratones por grupo). Se tomé una muestra de sangre (65 ul)
a 4 horas, 1, 2, 3 y 4 dias tras la administracién para medir la concentracién de G-CSF mediante un procedimiento
ELISA.

Como puede observarse a partir de los resultados en la tabla 6, la concentracién de G-CSF en sangre se conservé
aproximadamente 10 veces mas mediante la preparacién de G-CSF que contenia fosfato.

TABLA 6

Perfil cinético en sangre de G-CSF en ratones a los que se les administro preparacion de G-CSF

Preparacién Concentracion de G-CSF en sangre (ng/mi)
4 h 1 dia 2 dias | 3 dias | 4 dias
Preparacion de liberacion | 8457,41 | 747,93 | 59,41 9,03 1,94
sostenida (con fosfato)
Preparacion de liberacion | 1891,14 | 590,43 | 12,18 0,78 0,24
sostenida (sin fosfato)

10
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Ejemplo 7

Influencia de la proporcion cuantitativa entre G-CSF y cinc sobre la capacidad de liberacion sostenida en una prepa-
racion de liberacion sostenida de G-CSF

(1) Se prepar6 una preparacion en la que la proporcién molar de G-CSF:Zn es 1:400 mezclando en primer lugar
834 ul de disolucién de G-CSF desalada (2,4 mg/ml), 80 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 6 ul de agua
Milli-Q, y afiadiendo después a esta disolucion 80 ul de disolucion de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién.

(2) Se prepar6 una preparacién en la que la proporcién molar de G-CSF:Zn es 1: 200 mezclando en primer lugar
834 ul de disolucién de G-CSF desalada (2,4 mg/ml), 40 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 86 ul de agua
Milli-Q, y afiadiendo después a esta disolucién 40 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién.

(3) Se preparé una preparacion en la que la proporciéon molar de G-CSF:Zn es 1:100 mezclando en primer lugar
834 ul de disolucién de G-CSF desalada (2,4 mg/ml), 20 1 de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 126 ul de agua
Milli-Q, y afiadiendo después a esta disolucién 20 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién.

(4) Se prepar6 una preparacion (que no contenia carbonato) en la que la proporcién molar de G-CSF:Zn es 1:400
mezclando en primer lugar 834 ul de disolucién de G-CSF desalada (2,4 mg/ml) y 86 ul de agua Milli-Q, y afiadiendo
después a esta disolucién 80 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacion.

A estas preparaciones se les afiadieron 0,05 g de manitol, y cada 5 ml/kg de las preparaciones resultantes se
administraron por via subcutdnea a ratones ddY de 8 semanas de edad (2 ratones por grupo). Se tomé una muestra de
sangre (65 ul) a 4 horas, 1, 2, 3 y 4 dias tras la administracion para medir la concentraciéon de G-CSF mediante un
procedimiento ELISA.

Los resultados se muestran en la tabla 7. Tal como resulta evidente a partir los resultados en la tabla, la capacidad de
liberacién sostenida de la preparacion empeora segin la menor proporcién de cinc a G-CSE. A la misma proporcién
de cinc a G-CSF, la capacidad de liberacién sostenida de la preparaciéon que no contenia carbonato se vio afectada
significativamente.

TABLA 7

Perfil cinético en sangre de G-CSF en ratones a los que se les administraron preparaciones de G-CSF con
proporciones variables de G-CSF a cinc

Proporcion G-CSF:Zn de Concentracion de G-CSF en sangre (ng/ml)
la preparacion de G-CSF 4 h 1 dia 2 dias | 3 dias | 4 dias
1:400 1772,29 | 449,93 | 26,35 0,59 0,23
1:200 5811,21 | 2142 0,94 0,09 ND
1:100 5187,81 | 87,72 0,27 ND ND
1:400 1463,42 | 191,69 1,71 0,06 ND
(sin carbonato)

ND: no detectado

Ejemplo 8

Control de la capacidad de liberacion sostenida de una preparacion de liberacion sostenida de G-CSF que contiene
cinc mediante carbonato y fosfato

(1) Se prepar6é una preparacién usando carbonato mezclando en primer lugar 640 ul de disolucién de G-CSF
desalada (2,3 mg/ml) y 64 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M), y afiadiendo a esta disolucién 64 ul de disolucién
de acetato de cinc (0,5 M) con agitacion.

(2) Se prepard una preparacion usando tanto carbonato como fosfato mezclando en primer lugar 640 ul de disolu-

cion de G-CSF desalada (2,3 mg/ml), 64 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 40 ul de tampon fosfato (0,2
M) a pH 7,2, y afiadiendo después a esta disolucion 64 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacion.

11
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(3) Se prepar6 una preparacion usando fosfato mezclando en primer lugar 640 ul de disolucién de G-CSF desalada
(2,3 mg/ml) y 20 pl de tampén fosfato (0,2 M) a pH 7,2, y afiadiendo después a esta disolucién 64 ul de disolucién de
acetato de cinc (0,5 M) con agitacion.

A estas preparaciones se les afladieron 0,04 g de manitol, y cada 5 ml/kg de las preparaciones resultantes se
administraron por via subcutdnea a ratones ddY de 8 semanas de edad (2 ratones por grupo). Se tom6 una muestra de
sangre (65 ul) a 4 horas, 1, 2, 3 y 4 dias tras la administracion para medir la concentraciéon de G-CSF mediante un
procedimiento ELISA.

Los resultados se muestran en la tabla 8. Como puede observarse a partir de los resultados en la tabla 8, la adicién de
carbonato o fosfato en la produccién de preparacién de G-CSF que contiene cinc dio como resultado una diferencia en
la capacidad de liberacién sostenida y se consigui una excelente capacidad de liberacién sostenida cuando se usaron
tanto carbonato como fosfato. También se descubrié que la tasa de liberacion sostenida puede controlarse cambiando
la proporcién de mezclado de carbonato y fosfato.

TABLA 8

Perfil cinético en sangre de G-CSF en ratones a los que se les administraron preparaciones de liberacion sostenida
de G-CSF que contienen cinc usando carbonato y/o fosfato

Preparacion Concentraciéon de G-CSF en sangre (ng/ml)
4 h 1 dia 2 dias | 3dias | 4dias
Acetato de cinc / 3335,96 | 692,46 | 25,92 0,59 0,15
hidrogenocarbonato de
sodio
Acetato de cinc / 4683,65 | 742,90 | 50,72 3,90 0,67

hidrogenocarbonato de
sodio / tampdn fosfato
Acetato de cinc / tampén | 11104,73 | 75,64 1,55 0,43 0,18
fosfato

Ejemplo 9
Influencia mediante liofilizacion de una preparacion de liberacion sostenida de G-CSF' y su perfil cinético en sangre

Mezclando en primer lugar 0,5 ml de disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tampén fosfato aproximada-
mente 30 mM, 4,0 ml de hidrogenocarbonato de sodio (0,1 M) y 4,7 ml de agua Milli-Q, se afiadieron a esta disolucién
0,8 ml de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién formando un precipitado, entonces se le afiadieron 0,5
g de manitol o trehalosa, se dispensaron en alicuotas de 1 ml y se liofilizaron. A 450 ul de muestra antes de la liofili-
zacidn se le afladieron 50 ul de EDTA 0,5 M para disolver el precipitado, de los que se analiz6 una porcién de 100 ul
mediante HPLC en fase inversa. Tras la liofilizacién volvié a suspenderse la muestra en 1 ml de agua inyectable, del
que se extrajeron 450 ul y se disolvié el precipitado afiadiendo 50 ul de EDTA 0,5 M. Se analiz6 una porcién de 100
ul mediante HPLC en fase inversa de manera similar segtin se describié anteriormente. Se compard la recuperacion de
G-CSF basandose en el area del pico de elucion.

Los resultados se muestran en la tabla 9. Tal como resulta evidente a partir los resultados en la tabla, el G-CSF se
recuperd a casi el 100% incluso tras la liofilizacién y no se observé ni agregaciéon ni descomposicion.

12
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TABLA 9

Recuperacion de G-CSF tras la liofilizacion una preparacion de liberacion sostenida de G-CSF

Manitol Trehalosa
Area pico de | Recuperacion | Area pico de | Recuperacién
G-CSF (%) G-CSF (%)
(mAU x ml) (mAU x mi)

Antes de la 357,0643 100 346,3886 100
liofilizacion

Tras la 373,9416 105 333,6237 96
liofilizacion

Dado que se confirmé la disponibilidad de liofilizacién, se llevo a cabo el experimento del ejemplo 5 usando
preparaciones liofilizadas. Las preparaciones liofilizadas volvieron a suspenderse en carmelosa al 0,5% y cada 5 ml/kg
de estas disoluciones se administraron por via subcutdnea mediante una Unica dosis a ratones ddY de 8 semanas de
edad. Se observé efecto de liberacion sostenida también en las preparaciones liofilizadas tal como se muestra en la
tabla 10.

TABLA 10

Perfil cinético en sangre de G-CSF en ratones a los que se les administro una preparacion de liberacion sostenida de
G-CSF liofilizada

Preparacién (dosificacion) Concentracién de G-CSF en sangre (ng/ml)
4 h 1 dia 2 dias | 3dias | 4 dias
Preparacion de liberacion | 4683,35 | 497,86 | 49,89 6,86 1,66
sostenida (2 mg/ml)
Preparacion de liberacion 46,30 49 11 8,42 0,94 0,41
sostenida (0,2 mg/ml)
Preparacion de liberacién 0,33 0,57 0,12 0,06 0,06
sostenida (0,02 mg/mi)
Preparacion en disolucién | 283,90 0,62 ND ND ND
(0,2 mg/ml)

ND: no detectado
Ejemplo 10

Efecto de la adicion de manitol sobre la capacidad de liberacion sostenida en una preparacion de liberacion sostenida
de G-CSF

Se prepar6 una preparacién de liberacién sostenida que contenia manitol mezclando en primer lugar 476 ul de
disolucion de G-CSF (4,2 mg/ml) disueltos en tampdn fosfato aproximadamente 30 mM, 80 ul de hidrogenocarbonato
de sodio (0,5 M) y 364 ul de agua Milli-Q, afiadiendo después a esta disolucién 80 ul de disolucion de acetato de cinc
(0,5 M) con agitacién y afiadiendo 0,05 g de manitol.

Se preparé una preparacion de liberacion sostenida que no contenia manitol mezclando en primer lugar 476 ul de
disolucién de G-CSF (4,2 mg/ml) disueltos en tampdn fosfato aproximadamente 30 mM, 80 ul de hidrogenocarbonato
de sodio (0,5 M) y 364 ul de solucién salina, y afiadiendo a esta disolucién 80 ul de disolucién de acetato de cinc
0,5 M).
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Cada 5 ml/kg de estas preparaciones se administré por via subcutdnea a ratones ddY de 8 semanas de edad (2
ratones por grupo). Se tomd una muestra de sangre (65 ul) a 4 horas, 1, 2, 3 y 4 dias tras la administracién para medir
la concentracién de G-CSF mediante un procedimiento ELISA.

Los resultados se muestran en la tabla 11. Tal como se muestra en la tabla 11, la adiciéon de manitol no mostré
ningin efecto de mejora de la capacidad de liberacion sostenida.

TABLA 11

Perfil cinético en sangre de G-CSF en ratones a los que se les administré una preparacion de G-CSF

Preparacién Concentracion de G-CSF en sangre (ng/ml)
4 h 1 dia 2 dias | 3 dias | 4 dias
Preparacion de liberacién | 4193,76 | 290,37 | 62,95 7,96 2,95
sostenida (con manitol)
Preparacion de liberacién | 3700,81 | 803,20 | 67,07 16,08 6,92
sostenida (sin manitol)

Ejemplo 11
Efecto de aumento de leucocitos de una preparacion de liberacion sostenida de G-CSF

A cada una de una preparacion de liberacion sostenida que contenia 0,2 mg/ml de G-CSF que se preparé mezclando
en primer lugar 100 ul de disoluciéon de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tamp6n fosfato aproximadamente 30 mM,
160 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 1580 ul de agua Milli-Q, y afiadiendo a esta disolucién 160 ul
de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién; y una preparacion de liberacién sostenida que contenia 0,02
mg/ml de G-CSF que se preparé mezclando en primer lugar 10 ul de disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en
tampodn fosfato aproximadamente 30 mM, 160 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 1670 w1 de agua Milli-
Q, y afiadiendo a esta disolucién 160 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién, se les afiadieron 0,1
g de manitol y se liofilizé la mezcla. Las preparaciones liofilizadas resultantes volvieron a suspenderse afiadiendo
carmelosa al 0,5% y cada 5 ml/kg de las preparaciones se administré por via subcutdnea a ratones ddY de 7 semanas
de edad (3 ratones por grupo) mediante una Unica dosis. Se tomé una muestra de sangre (35 ul) durante 12 dias y se
cont6 el nimero de leucocitos usando un hematimetro automatico.

Los resultados se muestran en la tabla 12. Tal como se muestra en la tabla 12, aunque hay una diferencia en el
aumento del ndmero de leucocitos dependiendo de la dosificacién, se conservé la eficacia farmacoldgica a lo largo de
una semana para ambas dosificaciones.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 12
Cambio en el niimero de leucocitos en ratones a los qutzéve‘cgg}v: administré una preparacion de liberacion sostenida de
Numero de leucocitos (x 102 células/mm?)
Cantidad de dosificacion
0,2 mg/ml de G-CSF 0,02 mg/mi de G-CSF
Antes de la 75+ 15 81+30
administracion

Dia 1 156 + 30 189 + 60

Dia 2 326 + 53 294 + 92

Dia 3 383 £ 103 275+ 85

Dia 4 359 + 36 240 + 93

Dia 5 416 + 57 239 + 102

Dia 6 342 + 184 173 + 65

Dia 8 264 + 151 106 + 29

Dia 9 171 £ 107 94 +9

Dia 10 188 + 109 83+9

Dia 11 132 £75 72 +17

Dia 12 114 + 20 96 + 29
Ejemplo 12

Comparacion del efecto de aumento de leucocitos entre una preparacion de liberacion sostenida de G-CSF y una
preparacion en disolucion de G-CSF

(1) Se prepar6 una preparacion de liberacion sostenida que contenia 0,1 mg/ml de G-CSF mezclando en primer
lugar 28,6 ul de disolucién de G-CSF (4,2 mg/ml) disueltos en tampdn fosfato aproximadamente 30 mM, 48 ul de
hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 1075,4 ul de agua Milli-Q, afadiendo después a esta disolucién 48 ul de
disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién formando un precipitado, y afiadiendo 0,06 g de manitol.

(2) Se prepard una preparacién en disolucién que contenia 0,1 mg/ml de G-CSF mezclando en primer lugar 48 ul
de disolucién de G-CSF (4,2 mg/ml) disueltos en tamp6n fosfato aproximadamente 30 mM y 1952 ul de agua Milli-
Q, y afiadiendo después 0,1 g de manitol.

Las preparaciones preparadas segtin se describié anteriormente se liofilizaron. Las preparaciones liofilizadas resul-
tantes volvieron a suspenderse afiadiendo carmelosa al 0,5% y cada 10 ml/kg de las preparaciones se administraron
mediante una dnica dosis a ratones ddY de 7 semanas de edad (3 ratones por grupo).

Para la administracion diaria, se mezclaron 38,4 ul de disolucién de G-CSF (4,2 mg/ml) disueltos en tampdn fosfato
aproximadamente 30 mM y 7961,6 ul de agua Milli-Q y entonces se afiadieron 0,4 g de manitol para preparar una
preparacion en disolucién 0,02 mg/ml, que se dispensé entonces en alicuotas de 1,5 ml y se liofilizaron para preparar
una preparacion liofilizada que contenia G-CSF. Cada 10 ml/kg de las preparaciones se administraron a ratones ddY
de 7 semanas de edad (tres animales) cada dia durante los cinco dias iniciales.

En cada prueba, se tom6 una muestra de sangre (35 ul) durante 12 dfas y se cont6 el nimero de leucocitos usando
un hematimetro automatico.

Los resultados se muestran en la tabla 13. Tal como se muestra en la tabla 13, la preparacién en disolucién admi-
nistrada en una cantidad equivalente de la preparacion de liberacion sostenida mediante una tinica dosis conservé su
eficacia farmacoldgica s6lo durante aproximadamente dos dias. La preparacion de liberacion sostenida administrada
mediante una tinica dosis mostr6 una eficacia farmacolégica comparable o mejor que la conseguida mediante la pre-

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300 758 T3

paracién en disolucién administrada mediante cinco dosis diarias. Mientras que la preparacion en disolucién perdié su
eficacia farmacoldgica inmediatamente tras el fin de la administracion, la preparacion de liberacion sostenida mostrd
una conservacion de la eficacia farmacoldgica.

TABLA 13

Comparacion del efecto de aumento del niimero de leucocitos entre ratones a los que se les administré una
preparacion de liberacion sostenida de G-CSF (unica dosis) y ratones a los que se les administré una preparacion en
disolucion (unica dosis y cinco dosis diarias)

Numero de leucocitos (x 102 células/mm?®)
Preparacién Preparacion de Preparacién en Preparacién en
liberacion disolucion disolucion
sostenida
Dosificacion de G- 0,1 mg/ml 0,1 mg/mi 0702 mg/mi
CSF
Numero de dosis Unica dosis Unica dosis 5 dosis diarias
Antes de la 76+ 18 87 +7 64 + 31
administracién
Dia 1 141+ 28 162 + 31 147 + 35
Dia 2 302 + 81 161 + 21 267 + 69
Dia 3 294 + 110 96 + 15 312 + 51
Dia 4 262 + 76 92+ 16 303 + 58
Dia 5 342 + 124 89 + 33 392 + 108
Dia 6 280 + 128 93 + 26 80 + 12
Dia 8 156 + 37 92 +35 79 +28
Dia 9 112 + 34 90 + 28 72 + 30
Dia 10 115 + 28 102 + 34 76 + 19
Dia 11 93 + 27 76 + 23 71+ 25
Dia 12 82 + 28 73 +26 67 + 20
Ejemplo 13

Comparacion del efecto de aumento del niimero de leucocitos de una preparacion de liberacion sostenida de G-CSF
producida usando acetato de cinc o cloruro de cinc

A una preparacion de liberacion sostenida que contenia 0,1 mg/ml de G-CSF que se preparé mezclando en primer
lugar 50 ul de disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tampoén fosfato aproximadamente 30 mM, 80 ul de
hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 1790 ul de agua Milli-Q, y afadiendo a esta disolucién 80 ul de disolucién de
acetato de cinc (0,5 M) o 80 ul de cloruro de cinc (0,5 M) con agitacidn, se le afiadieron 0,1 g de manitol y se liofiliz6
la mezcla. La preparacion liofilizada resultante volvié a suspenderse afiadiendo carmelosa al 0,5%, cada 10 ml/kg de
estas preparaciones se administré a ratones ddY de 7 semanas de edad (3 ratones por grupo) mediante una tinica dosis,
se tomo sangre (35 ul) durante 12 dias y se cont6 el nimero de leucocitos mediante un hematimetro automatico.

Los resultados se muestran en la tabla 14. Tal como se muestra en la tabla 14, ambas preparaciones de liberacién

sostenida preparadas usando respectivamente acetato de cinc y cloruro de cinc en la produccion de una preparacién de
liberacion sostenida mostraron eficacias farmacolégicas similares.
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TABLA 14
Cambio en el niimero de leucocitos en ratones a los qutzéve‘cgg}v: administro una preparacion de liberacion sostenida de
NUmero de leucocitos (x 10? células/mm?)
Preparacion de liberacién | Usando acetato de cinc Usando cloruro de cinc
sostenida
Antes de la 70£12 71+9
administracién
Dia 1 168 £ 32 147 + 21
Dia 2 352+ 71 272 + 32
Dia3 340 + 89 271+ 22
Dia 4 362 + 101 293 +23
Dia5 468 £ 72 423 + 25
Dia6 502 + 93 429 + 118
Dia 8 426 + 98 363+ 118
Dia 9 361 +£ 39 306 + 151
Dia 10 324 + 36 275 + 157
Dia 11 268 + 50 202 + 146
Dia 12 188 £ 113 143 £ 57

Ejemplo 14

Efecto de aumento y mantenimiento de leucocitos mediante una preparacion de liberacion sostenida de G-CSF que
contiene condroitina sulfato

Se preparé una preparacién de liberacion sostenida que contenia 0,1 mg/ml de G-CSF mezclando en primer lugar
28,6 ul de disolucion de G-CSF (4,2 mg/ml) disueltos en tampén fosfato aproximadamente 30 mM, 48 ul de hidroge-
nocarbonato de sodio (0,5 M) y 1075.,4 ul de agua Milli-Q, y afadiendo después a esta disolucién 48 ul de disolucién
de acetato de cinc (0,5 M) con agitacion; y se prepard una preparacion de G-CSF 0,1 mg/ml que contenia condroitina
sulfato mezclando en primer lugar 28,6 ul de disolucién de G-CSF (4,2 mg/ml) disueltos en tamp6n fosfato aproxima-
damente 30 mM, 48 ul de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 1015,4 ul de agua Milli-Q, y afiadiendo después a
esta disolucion 48 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién, seguido por 60 ul de condroitina sulfato
(20 mg/ml).

A estas preparaciones se les afiadieron 0,06 g de manitol y entonces se liofilizaron. La preparacién liofilizada
resultante volvid a suspenderse afiadiendo carmelosa al 0,5%, cada 10 ml/kg de estas preparaciones se administré a
ratones ddY de 7 semanas de edad (3 ratones por grupo) mediante una tnica dosis, se tom6 una muestra de sangre (35
wul) durante12 dias y se conté el nimero de leucocitos usando un hematimetro automatico.

Los resultados se muestran en la tabla 15. Tal como se muestra en la tabla 15, mientras que el valor maximo del

nimero de leucocitos disminuyé en la preparacion a la que se afiadié condroitina sulfato, se observé més claramente
un aumento continuo en el nimero de leucocitos.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300 758 T3

TABLA 15
Cambio en el niimero de leucocitos en ratones a los queGseClg}v: administro una preparacion de liberacion sostenida de
Numero de leucocitos (x 10% células/mm?)
Preparacion de liberacion Sin condroitina sulfato Con condroitina sulfato
sostenida
Antes de la 84 +£19 807
administracién
Dia 1 138 £ 37 159 + 28
Dia 2 307 £ 101 237 £ 49
Dia 3 293 + 114 183 + 36
Dia 4 255+ 79 175+ 44
Dia 6 313 +98 226 + 33
Dia 6 218 £ 29 197+ 8
Dia 8 145 + 42 145 + 22
Dia 9 97 +6 128 + 26
Dia 10 115+ 36 132 + 11
Dia 11 100 £ 25 135+ 34
Dia 12 77 £ 37 124 + 30
Ejemplo 15

Efecto de aumento de leucocitos de una preparacion de liberacion sostenida de G-CSF usando fosfato

Se preparé una preparacion de liberacién sostenida que contenia 0,1 mg/ml de G-CSF mezclando en primer lugar
100 g de disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tampdn fosfato aproximadamente 30 mM, 400 ul de tampén
fosfato de sodio (0,2 M) a pH 7,2 y 3340 ul de agua Milli-Q, y afladiendo 160 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5
M) con agitacién. Se afadieron a esta preparacién 0,1 g de manitol y se liofilizé. La preparacion liofilizada resultante
volvié a suspenderse afiadiendo agua inyectable y se administraron 10 ml/kg de la preparacién a cada uno de los
ratones ddY de 7 semanas de edad (3 ratones por grupo) mediante una Unica dosis, se tom6 sangre (35 ul) durante 12
dias y se cont6 el niimero de leucocitos mediante un hematimetro automatico.

Los resultados se muestran en la tabla 16. Tal como se muestra en la tabla, se conservo la eficacia farmacolédgica a

lo largo de una semana incluso en la preparacién de liberacion sostenida que contiene cinc usando fosfato en vez de
carbonato.
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TABLA 16
Cambio en el niimero de leucocitos en ratones a los qutzéve‘cgg}v: administro una preparacion de liberacion sostenida de
Numero de leucocitos
(x 102 células/mm?®)
Preparacion de liberacion sostenida G-CSF 0,1 mg/m!
Antes de la administracion 82+9
Dia 1 175+ 18
Dia 2 258 + 17
Dia 3 246 + 60
Dia 4 207 + 40
Dia § 262 + 60
Dia 6 237 £ 15
Dia 8 166 + 21
Dia 9 142 + 23
Dia 10 139+ 16
Dia 11 106 + 16
Dia 12 126 £ 16

Ejemplo 16

Contenido en G-CSF en un precipitado preparado afiadiendo en iltimo lugar G-CSF y eficacia farmacologica de una
preparacion de precipitado

Se mezclaron en primer lugar 16 ul de disolucién de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 158 ul de agua Milli-
Q, disolucién a la que se le afiadieron después 16 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién y ademas
10 pl de disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tampén fosfato aproximadamente 30 mM con agitacién y
se dej6 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd la suspensién a aproximadamente 10.000 xg, se
recogi6 el sobrenadante y se disolvi6 el precipitado resultante en disolucién de EDTA 0,1 M (pH 7,4). Se determind el
contenido en G-CSF contenido en el sobrenadante y precipitado mediante un procedimiento ELISA. Como resultado,
casi el 100% del G-CSF estaba contenido en el precipitado.

Con el fin de examinar la eficacia farmacoldgica, se mezclaron en primer lugar 176 ul de una disolucién acuosa de
hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 1738 ul de agua Milli-Q, disolucién a la que se le afiadieron después 176 ul
de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién y ademas 110 ul de disolucién de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos
en tampodn fosfato aproximadamente 30 mM con agitacion, preparando de este modo una preparacion de liberacion
sostenida que contenia 0,2 mg/ml de G-CSF. A la preparacion resultante se le afiadieron 0,11 g de manitol y se liofilizé.
La preparacion liofilizada resultante volvié a suspenderse afiadiendo agua inyectable y se administraron 5 ml/kg de
la preparacién a cada uno de los ratones ddY de 7 semanas de edad (3 ratones por grupo) mediante una tnica dosis,
se tomd una muestra de sangre (35 ul) durantel2 dias y se contd el nimero de leucocitos usando un hematimetro
automatico.

Los resultados se muestran en la tabla 17. Tal como se muestra en la tabla 17, se confirmé una conservacion

suficiente de la eficacia farmacoldgica incluso en la preparacion de precipitado preparada afiadiendo en primer lugar
acetato de cinc y una disolucién acuosa de hidrogenocarbonato de sodio y afiadiendo después G-CSF.
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TABLA 17
Cambio en el niimero de leucocitos en ratones a los queGseczgls:admmistré una preparacion de liberacion sostenida de
Numero de leucocitos
(x 102 células/mm?®)
Preparacion de liberacion sostenida G-CSF 0,2 mg/mi
Antes de la administracion 51+ 9

Dia 1 100 + 35
Dia2 ] 277 + 94
Dia 3 242 + 119
Dia 4 ' 185 + 54
Dia 5 299 + 76
Dia 6 285 + 115
Dia 8 271 +103
Dia 9 221 + 105
Dia 10 167 + 86
Dia 11 125 + 51
Dia 12 124 + 39

Ejemplo 17

Tasa de precipitacion en la formacion de precipitado mezclando una disolucion de acetato de cinc (20 mM) y una
disolucion de hidrogenocarbonato de sodio (20 mM), con respecto a anticuerpo anti-TNF (monoclonal), interferon-a
y hormona del crecimiento

Se mezclaron en primer lugar 10 ul de disolucién de anticuerpo anti-TNF (10 mg/ml), 8 ul de disolucién de
hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 174 ul de agua Milli-Q y se le afiadieron después a la disolucién resultante
8 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién y se dejé durante 10 minutos a temperatura ambiente,
obteniendo de este modo una suspension.

De manera similar, se mezclaron en primer lugar 77 ul de interferén-a (1,3 mg/ml), 8 ul de disolucién acuosa de
hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 107 ul de agua Milli-Q, y se le afiadieron después a la disolucidn resultante 8 ul
disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién y se dejé durante 10 minutos a temperatura ambiente, obteniendo
de este modo una suspension.

Ademds, se mezclaron en primer lugar 200 ul de hormona del crecimiento (0,5 mg/ml), 16 ul de disolucién de
hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 168 ul o agua Milli-Q, y se le afiadieron después a la disolucion resultante
16 ul de disolucion de acetato de cinc (0,5 M) con agitaciéon y se dejé durante 10 minutos a temperatura ambiente,
obteniendo de este modo una suspension.

Se centrifugd cada una de estas suspensiones a aproximadamente 10.000 xg, se recogid el sobrenadante y se
disolvi6 el precipitado en disolucién de EDTA 0,1 M (pH 7,4). Se cuantificaron el anticuerpo anti-TNT e interfer6n-
a contenidos en el sobrenadante y precipitado mediante un procedimiento ELISA y se cuantificé la hormona del
crecimiento mediante HPLC en fase inversa.

Los resultados se muestran en la tabla 18. Tal como se muestra en la tabla 18, las proteinas que se sabia que se unian
al cinc tales como anticuerpo anti-TNF, interferén-« y hormona del crecimiento dieron como resultado un contenido
muy alto en precipitado en comparacién con el conseguido mediante G-CSF cuando se mezclaron 0,5 mg/ml de
anticuerpo anti-TNF o interferén-a o 0,25 mg/ml de hormona del crecimiento con la disolucién de hidrogenocarbonato
de sodio y disolucién de acetato de cinc para formar un precipitado.
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TABLA 18

Contenido en anticuerpo anti-TNF, interferon-a 'y hormona del crecimiento

Contenido en proteina (%)
Sobrenadante Precipitado
Anticuerpo anti-TNF 0,1 99,9
Interferén-a. 2,0 98,0
Hormona del crecimiento 0,8 99,2

Ejemplo 18

Control de la capacidad de liberacion sostenida en una preparacion de liberacion sostenida de hormona del creci-
miento humana (hGH) que contiene cinc mediante carbonato y fosfato

(1) Se prepard una preparacién usando carbonato mezclando en primer lugar 720 p de disolucién de hGH desalada
(0,5 mg/ml), 24 pl de disolucién de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 432 ul de agua Milli-Q, y afiadiendo 24 ul
de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con agitacién.

(2) Se prepar6 una preparaciéon usando tanto carbonato como fosfato mezclando en primer lugar 720 ul de diso-
Iucién de hGH desalada (0,5 mg/ml), 24 ul de disolucién de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M), 30 ul de tampén
fosfato (0,2 M) a pH 7,2 y 402 ul de agua Milli-Q, y afiadiendo 24 ul de disolucién de acetato de cinc (0,5 M) con
agitacion.

(3) Se preparé una preparacién en disolucién mezclando 720 ul de disolucién de hGH desalada (0,5 mg/ml), 24 ul
de disolucién de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 432 ul de agua Milli-Q.

A estas preparaciones se les afiadieron 0,03 g de manitol y entonces se liofilizaron. Antes de la administracion,
se disolvieron las preparaciones (1) y (2) en 600 ul de una mezcla de acetato de cinc 20 mM/hidrogenocarbonato de
sodio 20 mM y se disolvi6 la preparacion (3) en 600 ul de agua Milli-Q. Cada 5 ml/kg de las preparaciones anteriores
se administraron por via subcutdnea a ratones ddY de 7 semanas de edad (2 ratones por grupo). A 4 horas, 1, 2,3y
4 dias tras la administracién se tomé una muestra de sangre (65 ul) y se midi6 la concentracién de hGH mediante un
aparato EIA automdtico.

Los resultados se muestran en la tabla 19. Tal como resulta evidente a partir los resultados en la tabla, la preparacién
de hGH que contiene una combinacién de cinc/carbonato eluyé el firmaco de una manera sostenida. Afiadiendo un
fosfato a esta preparacién mejora la capacidad de liberacion sostenida de modo que se suprime la elucién tras varias
horas y se observé una concentracién de hGH en sangre superior durante varios dias mas.

TABLA 19

Cinética en sangre de la hGH en ratones a los que se les administré una preparacion de liberacion sostenida de hGH
que contiene cinc

Preparacién Concentracién de hGH en sangre (ng/m)
4 h 1 dia 2 dias | 3dias | 4 dias
Acetato de cinc/ 79,05 7,94 2,27 0,62 0,24
hidrogenocarbonato de
sodio
Acetato de cinc / 9,15 17,00 5,22 3,03 1,56
hidrogenocarbonato de
sodio / tampén fosfato
Hidrogenocarbonato de 92,88 ND ND ND ND
sodio

ND: no detectado
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Ejemplo 19
Estabilidad de una preparacion de liberacion sostenida de G-CSF liofilizada

Se mezclaron en primer lugar 0,5 ml de G-CSF (4,0 mg/ml) disueltos en tamp6n fosfato aproximadamente 30 mM,
0,8 ml de hidrogenocarbonato de sodio (0,5 M) y 7,9 ml de agua Milli-Q, y se afiadieron 0,8 ml de disolucién de
acetato de cinc (0,5 M) a la mezcla con agitacion formando un precipitado, después de lo cual se afiadieron 0,5 g de
trehalosa, se cargé dentro de viales con 1 ml y entonces se liofilizé. Tras la liofilizacidn, se colocaron las muestras en
una cdmara termostatica a 37°C. A 450 ul de muestra antes de la liofilizacién se le afiadieron 50 ul de EDTA 0,5 M
para disolver el precipitado. Se sometieron 100 ul de la disolucién resultante a HPLC en fase inversa para determinar
el contenido en G-CSE. Por otro lado, cada 1 ml de las muestras inmediatamente tras la liofilizacidn, volvieron a
suspenderse en agua inyectable 1 semana y 4 semanas tras el almacenamiento en una cdmara termostética, de los que
se extrajeron 450 ul.

A esto se le afadieron entonces 50 ul de EDTA 0,5 M para disolver el precipitado y se sometieron 100 ul de la
disolucién resultante a HPLC en fase inversa para determinar el contenido en G-CSF.

Basandose en el drea del pico de elucién de G-CSF, se compard la recuperaciéon de G-CSF.

Tal como se muestra en la tabla 20, se recuper6 casi el 100% de G-CSF incluso cuando la preparacién de G-CSF
liofilizada se almacené a 37°C durante cuatro semanas y no se observaron ni agregacion ni descomposicion.

TABLA 20

Estabilidad a las 4 semanas a 37°C de una preparacion de liberacion sostenida de G-CSF liofilizada

Recuperacion de G-CSF (%)
Antes de la liofilizacién 100,0
Inmediatamente tras la liofilizacion 88,1
1 semana tras la liofilizacidon 90,0
4 semanas tras la liofilizacién 90,6

Ejemplo 20
Ejemplo de preparacion (inyeccion en suspension)

A una preparacién de liberacion sostenida que contenia 0,2 mg/ml de G-CSF preparada segtin el ejemplo 10, se le
afiadié manitol y se liofilizé. Se cargd la preparacion liofilizada resultante dentro de un vial y se prepard una inyeccién
en suspension volviendo a suspender la preparacion afiadiendo carmelosa al 0,5% o agua inyectable en otro vial.

Aplicabilidad industrial

Segin se describi6 anteriormente, la presente invencidén proporciona una preparacion insoluble en agua que hace
precipitar un péptido o una proteina fisiolégicamente activos tal como G-CSF con alto rendimiento y estabiliza a los
mismos, asi como permite que el péptido o la proteina fisiolégicamente activos conserven su eficacia farmacoldgica
durante varios dias en un organismo vivo debido a la capacidad de liberacion sostenida del precipitado obtenido. Por
tanto, la presente invencion contribuye de manera significativa a la industria médica y farmacéutica.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de liberaciéon sostenida que contiene cinc, caracterizada por formar un precipitado mezclando
un péptido o una proteina fisiol6gicamente activos, una sal de cinc soluble en agua y una disolucién acuosa de un
carbonato soluble en agua.

2. La composicion de liberacion sostenida que contiene cinc segtin la reivindicacion 1, en la que la sal de cinc
soluble en agua es acetato de cinc o cloruro de cinc.

3. La composicién de liberacién sostenida que contiene cinc segun la reivindicacién 1, en la que la proporcién
molar del péptido o de la proteina fisiolégicamente activos y cinc en la sal de cinc soluble en agua es de 1:100 o
superior.

4. La composicion de liberacion sostenida que contiene cinc segtin la reivindicacién 1, en la que el carbonato
soluble en agua es carbonato de sodio o hidrogenocarbonato de sodio.

5. La composicién de liberacion sostenida que contiene cinc segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
en la que la proteina fisioldgicamente activa es G-CSF, anticuerpo, hormona del crecimiento, IFN, EPO, GM-CSF,
BDNEF, NT3, anticuerpo TNF, interleucina o FGF.

6. La composicion de liberacion sostenida que contiene cinc segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en
la que la composicion de liberacidn sostenida que contiene cinc estd liofilizada.

7. La composicion de liberacion sostenida que contiene cinc segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en
la que la composicién de liberacion sostenida que contiene cinc estd en una forma adecuada para inyeccion subcutdnea
o0 inyeccién intramuscular.

8. La composicién de liberacidn sostenida que contiene cinc segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en
la que la disolucidn acuosa comprende ademds un fosfato soluble en agua.

9. La composicion de liberacion sostenida que contiene cinc segun la reivindicacidn 8, en la que el fosfato soluble
en agua es fosfato de sodio o hidrogenofosfato de sodio.

10. Una preparacién de liberacion sostenida que contiene cinc, caracterizada por afiadir cuando sea necesario un
aditivo farmacéuticamente aceptable a la composicidn de liberacidn sostenida que contiene cinc segiin una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9.

11. La preparacién de liberacion sostenida que contiene cinc segin la reivindicacién 10, en la que el aditivo
farmacéuticamente aceptable es un agente dispersante, un tensioactivo, un agente antiséptico o un estabilizador.

12. La preparacion de liberacion sostenida que contiene cinc segtin la reivindicaciéon 10 u 11, en la que el aditivo
farmacéuticamente aceptable es un sacdrido.

13. La preparacion de liberacion sostenida que contiene cinc segin una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12,
en la que la preparacién de liberacién sostenida que contiene cinc esta liofilizada.

14. La preparacién de liberacién sostenida que contiene cinc segin una cualquiera de las reivindicaciones 10 a
13, en la que la preparacion de liberacion sostenida que contiene cinc estd en una forma adecuada para inyeccién
subcutdnea e inyeccién intramuscular.

15. Un agente para aumentar los leucocitos que comprende la preparaciéon de liberacién sostenida que contiene
cinc segin una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en el que la proteina fisiolégicamente activa es G-CSF.

16. Un procedimiento para producir una composicién de liberacion sostenida que contiene cinc, caracterizado por
mezclar un péptido o una proteina fisiolégicamente activo, una sal de cinc soluble en agua, una disolucién acuosa de
un carbonato soluble en agua para formar un precipitado.

17. El procedimiento para producir una composicion de liberacién sostenida que contiene cinc segun la reivindi-
cacion 16, en el que la disolucién acuosa comprende ademads un fosfato soluble en agua.
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