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*METODO PARA  ARMAZENAR  UMA FORMULAGAO
LfouIDA; METODO PARA A PREPARACAO DE UMA FORMULAGAO
LIQUIDA; COMPOSICAO; E METODO PARA INIBIR A AGREGACAO
INDUZIDA POR MANITOL DE UMA PROTEINA EM UMA FORMULAGAO
LiouiDpa~

REFERENCIA A PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica o beneficio do Pedido
de Patente Norte-americana Provisdéria ne 60/873.526,
depositado em 6 de dezembro de 2006, que é aqui
incorporado por referéncia em sua inteireza.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo se refere a métodos para
armazenar e preparar formulacdes de proteina contendo
manitol.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

O manitol é geralmente usado em formulag¢des
de proteina para manter a estabilidade e a
isotinicidade da formulagdo. No passado, usava-se
nitrogénio liguido para congelar rapidamente
formulacdes de proteina para armazenamento. Entretanto,
quase todas as abordagens ao congelamento nao
controlado em grande escala de formulacgdes ligquidas
padecem dos efeitos negativos da solidificacdo e

derretimento ndo controlados. Demonstrou-se gue um
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controle inadequado da mudanca de fase resulta em
perdas de produto devido a agregacgdo, precipitacgdo,
oxidacdo e desnaturacdo. Foram introduzidas tecnologias
recentes para controlar o processo de congelamento e
descongelamento de formulacdes de proteina. Essas
tecnologias tipicamente congelam e descongelam a uma
taxa muito mais lenta. Como resultado, em formulacgdes
de proteina contendo manitol, o processo de
congelamento-descongelamento lento permite a
cristalizacdo do manitol que, por sua vez, induz a
agregacgdo da proteina. Para evitar a agregacdo da
proteina induzida por manitol durante processos de
congelamento-descongelamento lentos, oS métodos
existentes requerem a remogao do manitol das
formulaglSes de proteina e sua adigdo de volta durante a
operacdo pdés-descongelamento.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo apresenta um método
aperfeicoado para armazenar e preparar formulacdes de
proteina contendo manitol. Especificamente, o método da
presente invenc¢do permite o armazenamento congelado de
formulagSes de proteina contendo manitol sem remover
primeiro o manitol. Consegquentemente, a presente

invencdo reduz os custos e as etapas de processamento e
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o tempo para armazenar e preparar formulagdes de
proteina contendo manitol.

Em um aspecto, a presente invencdo apresenta
um método para armazenar uma formulacdo liguida,
incluindo o resfriamento gradual da formulagdo ligquida
a uma temperatura menor que cerca de -10°C. A
formulacdo ligquida contém manitol e uma proteina, a
proteina estando em uma concentracdo maior gque 50
mg/mL,, de modo que a maior concentrac8do suprima a
agregacdo de proteina durante o resfriamento.

Em uma modalidade, o método da presente
invencdo inclui o resfriamento gradual da formulacdo
ligquida a uma temperatura menor que cerca de -20°C. Em
outra modalidade, o método da presente invenc¢do inclui
o resfriamento gradual da formulacdo 1liguida a uma
temperatura de aproximadamente -40°C ou menos. Em ainda
outra modalidade, o método da presente invenc¢do inclui
o resfriamento gradual da formulacdo ligquida a uma
temperatura de aproximadamente -50°C ou menos.

Em algumas modalidades, a presente invencdo
pode ser usada para armazenar as formulacdes liguidas
contendo manitol em uma quantidade que varia de
aproximadamente 0 a 15%. Em particular, a formulacdo

liguida pode conter manitol em uma quantidade de
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aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%,
10%, 11%, 12%, 13%, 14% ou 15%. As porcentagens estdo
em peso/peso, quando se referem a sbélidos, e
peso/volume, quando se referem a liquidos.

Em algumas modalidades, o método da presente
invencdo inclui o resfriamento gradual da formulacdo
liguida a uma taxa de aproximadamente 0,6, 0,5, 0,4,
0,3, 0,2 ou 0,1°C/minuto.

Em algumas modalidades, a formulacdo liquida
contém uma proteina em uma concentracdo maior que cerca
de 75 mg/mL, 100 mg/mL, 125 mg/mL, 150 mg/mL ou 200
mg/mL. De preferéncia, a formulacdo ligquida contém uma
proteina em uma concentracd8o entre 50 mg/mL e 200
mg/mL.

Em algumas modalidades, a formulacdo liguida
contém uma proteina gque é um anticorpo. Em particular,
o anticorpo ¢é um anticorpo monoclonal. Em outras
modalidades, a formulacdo liguida contém uma proteina
que é uma substidncia farmacéutica.

Em algumas modalidades, o método para
armazenar uma formulacdo ligquida da presente invengdo é
um intermedidrio do processo.

Em outro aspecto, a presente invencao

apresenta um método para a preparacdo de uma formulacdo
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liguida, incluindo o aguecimento gradual da formulacgao
ligquida de um estado congelado a uma temperatura maior
que cerca de 0°C. A formulacdo ligquida contém manitol e
uma proteina em uma concentracdo maior que 50 mg/mL, de
modo que a maior concentracdo suprima a agregagdo de
proteina durante o aguecimento.

Em algumas modalidades, o método para a
preparacao de uma formulacéo liquida inclui o)
aquecimento gradual da formulacd&o ligquida de um estado
congelado a uma temperatura de aproximadamente 10°C,
20°C, 25°C, 30°C ou maior.

Em algumas modalidades, a presente invencdo
pode ser wusada para a preparagdo das formulacgdes
liquidas contendo manitol em uma quantidade que varia
de aproximadamente 0 a 15%. Em particular, a formulacg¢do
ligquida contém manitol em uma quantidade de
aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%,
10%, 11%, 12%, 13%, 14% ou 15%. As porcentagens esté&o
em peso/peso, quando se referem a sélidos, e
peso/volume, quando se referem a liquidos.

Em algumas modalidades, o método para a
preparacdo de uma formulacé&o liquida inclui o

aquecimento gradual da formulacdo ligquida a uma taxa de
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aproximadamente 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2 ou
0,1°C/minuto.

Em algumas modalidades, a formulacdo ligquida
contém uma proteina em uma concentragido maior que cerca
de 75 mg/mL, 100 mg/mL, 125 mg/mL, 150 mg/mL ou 200
mg/mL. De preferéncia, a formulacdo ligquida contém uma
proteina em uma concentracdo entre 50 mg/mL e 200
mg/mL.

Em algumas modalidades, a formulac8o liquida
contém uma proteina que €& um anticorpo. Em particular,
o anticorpo ¢é um anticorpo monoclonal. Em outras
modalidades, a formulacdo ligquida contém uma proteina
que € uma substéncia farmacéutica.

Em algumas modalidades, o método para a
preparacdo de uma formulacé&do ligquida da presente
invencdo € um intermedidrio do processo.

A formulacdo liguida da presente invencdo é
normalmente uma formulacdo aguosa.

A presente i1nvencdo também apresenta uma
composicédo contendo uma quantidade biologicamente
eficaz da proteina na formulacdo ligquida preparada pelo
método da invencédo conforme descrito em vVvarias

modalidades acima.
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Em ainda outro aspecto, a presente invencgao
apresenta um método para inibir a agregacdo induzida
por manitol de uma proteina em uma formulacdo liguida
por aumento da concentracéao de proteina a uma
quantidade maior que 50 mg/mL. Em algumas modalidades,
o método da presente invencdo inibe a agregacédo
induzida por manitol de uma proteina em uma formulacgdo
ligquida por aumento da concentracdo de proteina a uma
quantidade maior que cerca de 75 mg/mL, 100 mg/mL, 125
mg/mL, 150 mg/mL ou 200 mg/mL. Uma concentracg8o tipica
de proteina é entre 50 mg/mL e 200 mg/mL.

Neste pedido, o uso de “ou” significa “e/ou”,
a menos que indicado de outra forma, Conforme usado
neste pedido, o termo ‘“compreende” e variacdes do
termo, como “compreendendo” e “compreendem”, ndo se
destinam a excluir outros aditivos, componentes,
inteiros ou etapas. Conforme usados neste pedido, os
termos “cerca de” e “aproximadamente” sdo usados como
equivalentes. Quaisquer numerais usados neste pedido,
com ou sem cerca de/aproximadamente, destinam-se a
cobrir quaisquer flutuacdes normais apreciadas por
agqueles versados na técnica relevante.

Outras caracteristicas, objetivos e vantagens

da presente invencdo ficam claros na descricdo a
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seguir. Deve-se entender, entretanto, que a descrigdo
detalhada, embora indicando modalidades da presente
invencdo, é dada apenas a titulo de ilustracdo, ndo de
limitac8o. VArias alteracdes e modificacgdes dentro do
ambito da invencdo ficardo claras para aqueles versados
na técnica com a descricdo detalhada.

BREVE DESCRICAQO DOS DESENHOS

Os desenhos sdo apenas para fins de
ilustrag¢do, nd3o de limitacédo.

A Figura 1 ilustra uma amostra de tracgado de
temperatura do produto a cada escala exemplificativa do
processo com um sistema CryoPilot (CP).

A Figura 2 mostra padrdes de difracdo de
raios X (XRD) de solucdes de anticorpos congeladas,
quando resfriadas a -40°C, entdo, aquecidas a 20¢°C,
ambos a 0,5°2C/minuto.

A Figura 3 mostra uma amostra de termograma
de calorimetria de varredura diferencial modulada
(mDSC), quando se resfria um anticorpo monoclonal a uma
concentracgdo de 30 mg/mL até -42°C.

A Figura 4 representa a entalpia total
tracada contra a concentracdo de proteina durante um

processo de congelamento e descongelamento lentos.
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A Figura 5 representa cromatogramas de HPLC
por cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC-HPLC) de
anticorpos representativos.

A Figura 6 representa a alteracdo na
porcentagem de espécies de alto peso molecular (HMW)
tracada contra a concentracdo da proteina.

A Figura 7 expde gqgque o mesmo perfil de
congelamento/descongelamento, com a mesma velocidade de
misturagcdo, resultou em 2 conjuntos de tracados com
base nas cargas de producgéo.

A Figura 8 expde que as taxas para
congelamento e descongelamentc mais rdpidos do sistema
laboratorial eram mails rapidas que as taxas a carga de
produc¢do minima.

A Figura 9 expde que as taxas para
congelamento e descongelamento lentos do sistema
laboratorial eram mais lentas qgque as taxas a escala de
producdo maxima.

A Figura 10 representa um fendmeno de super-
resfriamento tipico observado durante o desenvolvimento
do ciclo em escala laboratorial para congelamento e
descongelamento lentos.

A Figura 11 expSe que o perfil revisado foi

realizado com 5 ensaios com tampdo, seguidos por 5



10

15

20

10

ensaios com MabM, com ou sem manitol (15 no total) e
gque nenhum super-resfriamento foi observado em nenhum
dos 10 tracados de termopares (0% de ocorréncia).

A Figura 12 expde gue o0s tracados de
temperatura de Mab e MabM se superpuseram € gue ndo se
observou nenhum super-resfriamento em nenhum dos 10
tracados de termopares até 5 operagdes com Mab, com ou
sem manitol.

A Figura 13 ilustra que a porcentagem de
espécies HMW aumentou mais significativamente apds
miltiplos ciclos de congelamento e descongelamento a
taxas lentas, em compracdo com taxas rdpidas.

A Figura 14 ilustra que nenhum aumento nas
espécies HMW é observado com formulacdo de Mab a uma
concentracdo de 100 mg/mL contendo manitol.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invencdo apresenta um método
aperfeicoado para armazenar e preparar formulacgdes de
proteina contendo manitol. Especificamente, a presente
invencdo apresenta um método para suprimir ou eliminar
a agregacdo de proteina induzida por manitcocl em uma
formulacdo liguida durante um processo de congelamento
e/ou descongelamento lento por aumento da concentragdo

de proteina.
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Vadrios aspectos da invencdo sdo descritos em
maiores detalhes nas subsec¢des a seguir. O uso de
subsecBes ndo se detina a limitar a invencdo. Cada
subsecao pode se aplicar a gqualgquer aspecto da
invencdo.

Formulag¢des de proteina contendo manitol

Proteinas s&8o relativamente instéveis no
estado aquoso e sofrem degradacdo quimica e fisica,
resultando em uma perda de atividade bioldgica durante
o) processamento e armazenamento. Congelamento-
descongelamento e liofilizacédo sdo métodos bem
estabelecidos para preservar proteinas para
armazenamento. Para preservar a conformacdo, atividade
e estabilidade da proteina, as formulacBes de proteina
normalmente contém agentes que facilitam isso, os
chamados lioprotetores e crioprotetores. Crioprotetores
sdo agentes que conferem estabilidade a uma proteina
contra os estresses induzidos por congelamento;
entretanto, o termo também inclui agentes gue confiram
estabilidade, por exemplo, a formulacdes a granel de
fadrmacos durante o armazenamento contra estresses ndo
induzidos por congelamento. Lioprotetores s8o agentes
que conferem estabilidade a uma proteina durante a

remocdo da &gua do sistema durante o processo de
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secagem, presumivelmente por manutencdo da conformac¢do
apropriada da proteina mediante pontes de hidrogénio.
Crioprotetores também podem ter efeitos lioprotetores.
Exemplos de agentes de volume fregquentemente usados
incluem manitol, glicina, sacarose, lactose e outros.
Os agentes também contribuem para a tonicidade das
formulacdes.

Conforme agui usado, “proteinas” incluem
qualquer polipeptidio recombinante ou purificado,
incluindo, mas ndo limitados a, anticorpos, por
exemplo, anticorpos monoclonais, anticorpos de cadeia
tnica e outras variantes de anticorpos; varios
horménios de <crescimento; e quaisquer substéncias
farmacéuticas. As proteinas mencionadas neste pedido
incluem qgualguer polipeptidio de ocorréncia natural,
modificado ou sintetizado.

Conforme aqui usado, “uma formulacdo de
proteina”, “uma formulacd3o ligquida” ou equivalentes
gramaticais incluem qualquer composicédo liquida
contendo ©polipeptidio. Tipicamente, uma formulacdo
ligquida da invenc3o €é uma formulac3o aqgquosa. As
composic¢gdes liquidas contendo polipeptidio também podem
conter um ‘“agente de tampdo”, incluindo aqueles agentes

gque mantém o pH da solucdo em uma faixa aceitdvel e
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podem incluir os agentes de volume acima descritos e
também podem incluir histidina, fosfato, citrato, tris,
dietanolamina e outros. Se as composic¢des liguidas
contendo polipeptidio forem composicBes farmacéuticas,
a formulacdo liguida também pode conter ‘“excipientes”.
O termo ‘“excipientes” inclui wveiculos farmacéuticos
aceitdveis, assim como lioprotetores e crioprotetores
que proporcionem uma conformacdo apropriada da proteina
durante o armazenamento, de modo que seja mantida uma
retencdo substancial da atividade bioldégica e da
estabilidade da proteina.

Manitol induz agregacdo da proteina durante o
congelamento e descongelamento lentos

Conforme acima discutido, congelamento e
descongelamento €& um método bem estabelecido para
armazenamento a longo prazo ou como uma etapa
intermedidria. Entretanto, quase todas as abordagens de
congelamento em grande escala de formulagdes liguidas
padecem dos efeitos negativos da solidificacdo e
derretimento néo controlados. Abordagens como o
congelamento em bolsas e garrafas mostraram
repetidamente que resultam em crioconcentracdo e perfis
de temperatura ndo uniformes dentro dos recipientes.

Demonstrou-se que um controle inadequado da mudanca de
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fase resulta em perdas de produto devido a agregacgdo,
precipitacdo, oxidacdo e desnaturacdo. Em contraste, um
congelamento e descongelamento controlados (também
chamados de congelamento e descongelamento lentos)
evita a desnaturacdo de produto tipica de métodos nédo
controlados e elimina uma limpeza cara e demorada. Além
disso, os processos globais se beneficiam de uma
operacdo bem controlada e previsivel.

Um congelamento controlado (ou congelamento
lento) tipicamente inclui o resfriamento gradual de uma
formulacdo liguida a uma temperatura adequada para
armazenamento a uma taxa predeterminada. Tipicamente,
uma temperatura adequada para armazenamento inclui, mas
ndo se limita a, uma temperatura de ou menor gue cerca
de -10°C, -20°C, -30°C, -40°C, -50°Cc. O resfriamento
gradual por etapas pode ser a uma taxa de
aproximadamente 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2 ou
0,1°C/minuto.

Da mesma forma, um descongelamento controlado
(descongelamento lento) tipicamente inclui o
aquecimento gradual de uma formulagdo ligquida de um
estado congelado até uma temperatura desejada a uma
taxa predeterminada. Tipicamente, a temperatura

desejada para descongelamento inclui, mas ndo se limita
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a, uma temperatura de ou maior que cerca de 0°C, 10°C,
20°C ou 30°C. O aguecimento gradual por etapas pode ser
a uma taxa de aproximadamente 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2
ou 0,1°C/minuto.

O congelamento e descongelamento controlados
podem ser realizados em um recipiente, como um tubo,
uma bolsa, uma garrafa ou quaisquer outros recipientes
adequados. Os recipientes podem ser descartdveis. O
congelamento e descongelamento controlados podem ser
realizados em grande escala ou pequena escala. Para uma
producdo em grande escala tipica, uma formulacgédo
ligquida pode ser congelada em lotes de cerca de 1 L a
300 L, por exemplo, 3L. Para um sistema em peguena
escala tipico, uma formulacédo ligquida pode ser
congelada em lotes de cerca de 1 mL a 500 mL, por
exemplo, 30 mL.

Entretanto, em formulacdes 1liguidas contendo
manitol, o0 congelamento e/ou descongelamento lento
permite a cristalizagcdo do manitol gque, por sua vez,

induz a agregacdo de proteina. Conforme aqui usado,

ragregacdo de proteina” significa a formacdo de
espécies de alto peso molecular (HMW), incluindo tanto
espécies insoluveis detectéaveis por medicdo da

turvacdo, quanto espécies soluveis detectdveis por HPLC
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por cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC-HPLC),
HPLC de troca de cdtions (CEX-HPLC), difracdo de raios
X (XRD), calorimetria de varredura diferencial modulada
(mDSC) e outros meios conhecidos por agueles versados
na técnica.

Observa-se que hé& um aumento substancial na
porcentagem de espécies HMW em formulacdes contendo
manitol com ciclos miltiplos de congelamento e
descongelamento (veja a secéao de Exemplos) . Uma
quantidade aumentada de manitol na formulacdo também
resulta em uma maior porcentagem de formacdo de
espécies HMW. Um volume de processamento reduzido
parece manter a porcentagem de espécies HMW formadas em
comparag¢do com a grande escala (por exemplo, 125 L).

Observa-se um evento exotérmico durante 5
resfriamento de formulacdes contendo manitol. A
entalpia observada, que é devida a cristalizacdo do
manitol, assim como & &gua ndo congelada, aumenta
quando aumenta a escala de processamento (as taxas de
congelamento e descongelamento diminuem), ou o nivel de
manitol na formulacdo aumenta. Também se observa um
evento de cristalizagcdo com o descongelamento da
formulacdo contendo manitol. Sem nos limitarmos a uma

teoria, os eventos de cristalizacgédo na solucgédo
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congelada sugerem que a transicdo de fase devida a
cristalizacdo pode induzir a agregacdo de proteina com
o congelamento e descongelamento. A cristalizacdo do
manitol aumenta com o nivel do manitol, o que
corresponde a uma maior % de formacd3o de HMW. Havia
mais cristalizac8o de manitol observada na simulagdo de
processo em escala maior do que na escala menor, mais
uma vez correlacionada a uma maior taxa de formag¢do de
HMW. A diminuicdo do manitol na formulacdo em geral
favorece a reducdo da formacdo de espécies HMW na
formulacdao liguida durante o) congelamento e
descongelamento.

Concentracdo aumentada de proteina suprime a
agregacdo de proteina

A presente invencdo descobriu gue o aumento
da concentracdo de proteina na formulagdo liquida
suprime ou inibe a agregacdo de proteina durante o
processo de congelamento e/ou descongelamento lento.
Conforme descrito na secdo de Exemplos, descobriu-se
que o aumento da concentracdo de proteina aciima de 20-
30 mg/mL resultava em uma diminuic¢do na quantidade de
formacdo de espécies HMW. Sem nos limitarmos a uma
teoria, considera-se que a agregacdo de proteina

aumentada a baixa concentracao de proteina (poxr
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exemplo, < 20 mg/mL) pode ser causada pela maior
probabilidade de duas moléculas se encontrarem durante
o congelamento e/ou descongelamento. Tipicamente, usa-
se uma concentracdo de proteina maior que 50 mg/mL para
suprimir a agregacdo de proteina. De preferéncia, usa-
se uma concentracdo de proteina maior que cerca de 75
mg/mL, 100 mg/mL, 125 mg/mL ou 150 mg/mL para suprimir
a agregacdo de proteina. Mais preferivelmente, usa-se
uma concentracdo de proteina entre 50 mg/mL e 200
mg/mL. Conforme aqui usado, o) termo “suprime a
agregacdo de proteina” ou equivalentes gramaticais
designa uma reducgdo da porcentagem de espécies HMW em
uma formulacdo liquida, em comparac¢do com a porcentagem
de espécies HMW formadas em uma formulacdo ligquida
similar, mas contendo uma concentracdo de proteina
menor que 20 mg/mL. O termo “suprime a agregacgdo de
proteina” também inclui a inibicdo ou eliminacdo da
formacd@o de espécies HMW.

Assim, com o aumento da concentracdo de
proteina na formulacdo 1liquida contendo manitol, a
presente invencdo permite um congelamento e/ou
descongelamento lento da formulacéo liguida, sem
induzir uma agregacdo de proteina significativa. A

presente invengdo € particularmente Util para armazenar
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um produto farmacoldgico contendo uma substéncia
farmacoldégica. Por exemplo, a presente inveng¢do permite
que todos os excipientes, incluindo manitol, em um
produto farmacoldgico estejam presentes durante o
processo de processo de congelamento e/ou
descongelamento lento, mantendo, ao mesmo tempo, a
substéncia farmacoldgica estavel e biologicamente
ativa. Consequentemente, a presente invencdo elimina a
necessidade de remover o manitol da formulacdo
farmacoldégica antes do armazenamento e sua adigdo de
volta durante a operacdo de enchimento do produto
farmacoldgico.

Assim, as formulacdes ligquidas contendo
manitol e uma concentracdo de proteina maior gque 50
mg/mL podem ser armazenadas diretamente nessa forma
para uso posterior, armazenadas em um estado congelado
como uma etapa intermedidria e descongeladas antes do
uso, ou subsequentemente preparadas em forma seca, como
uma forma liofilizada, secada ao ar ou secada por
pulverizacdo, para posterior reconstituigcdo em uma
forma liquida ou outra forma antes do uso. Além disso,
composicdes contendo uma quantidade Dbiologicamente
ativa da profeina podem ser preparadas e armazenadas

diretamente em sua forma ligquida, de acordo com O
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presente pedido, para se aproveitarem plenamente da
conveniéncia, facilidade de administracdo sem
reconstituicdo e capacidade de suprir a formulacdo em
seringas pré-enchidas, prontas para o uso, Ou CoOmo
preparacdes de miltiplas doses, se a formulacdo for
compativel com agentes bacteriostdticos. O presente
pedido também apresenta outras formas de composig¢des
contendo uma quantidade biologicamente ativa da
proteina na formulacdo liquida armazenada e preparada
conforme acima descrito.

Deve-se entender que as modalidades acima
descritas e os exemplos a seguir s83o dados a titulo de
ilustracdo, ndo de limitacdo. A formulacdo ligquida da
presente invencdo é aplicdvel a proteinas em geral. Por
exemplo, os anticorpos usados nas formulacgdes liqgquidas
descritas mna secdo de Exemplos podem ser qualquer
anticorpo. Varias alterag¢des e modificagdes dentro do
dmbito da presente invencdo serdo evidentes para
aqueles versados na técnica com a presente descricdo.

EXEMPLOS

Exemplo 1. Congelamento e descongelamento
lentos de uma formulacdo de anticorpo monoclonal

Uma formulacéao contendo um anticorpo

monoclonal (Mab) a vaArias concentracgdes e 10 mM de
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histidina, 10 mM de metionina, 0-4% de manitol e O-
0,02% de polissorbato-80 foi congelada e descongelada
miltiplas vezes usando-se um sistema CryoPilot (CP)
(Stedim Biosystems). Cada perfil de congelamento e
descongelamento incluiu um resfriamento por etapas a -
55¢C e um aqgquecimento a 32°C, enquanto se misturava a
solugéo.

O CP simula a operacdo de um CryoVessel
(Stedim Biosystems), a unidade de producdo em escala
total. Os perfis de ajuste do CP para varios volumes de
processo haviam sido desenvolvidos antes deste
trabalho, para imitar o comportamento do CryoVessel. A
Figura 1 ilustra uma amostra de tracado de temperatura
do produto a cada escala de processo com O sistema CP.
A taxa de congelamento (ou descongelamento) foi
definida como o termopar que atinge -42°C a partir de
0eC (ou 0°C a partir de -42°C) dividido pelo tempo.

As amostras descongeladas foram analisadas
principalmente por SEC-HPLC e CEX-HPLC para avaliar o
nivel de espécies de alto peso molecular (%$HMW) e
rastrear os niveis de espécies acidas e bédsicas. Também
se usou calorimetria de varredura diferencial modulada

(mbDSC) e difracd@o de raios X (XRD) para avaliar a
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cristalinidade e os polimorfos de manitol em solucgles
congeladas.

Exemplo 2. Manitol induz a agregacgdo de
proteina durante o congelamento e descongelamento
lentos

Verificou-se gque um anticorpo monoclonal
humanizado (chamado de MAB-001 neste experimento)
agrega-se na presenca de manitol durantes um processo
de congelamento-descongelamento lentos similar ao
descrito no Exemplo 1. A Figura 2 mostra os padrdes XRD
de solug¢des congeladas de MAB-001 gquando resfriadas a -
402C, entdo, aquecidas a 20°C, ambos a 0,5°C/minuto. A
solucdo congelada foi varrida a -42°C, -30°C e -10°C.
Conforme mostrado na Figura 2, a cqgquantidade de
cristalizac¢do aumentou com a quantidade de manitol na
formulacé&o, a uma maior concentracd3o de proteina
suprimiu a cristalizacdo do manitol.

Além de XRD, também se usou calorimetria de
varredura diferencial modulada (mDSC) para examinar a
cristalizacdo do manitol nas amostras de MAB-001. A
Figura 3 mostra uma amostra de termograma de mDSC
quando se resfria MAB-001 a uma concentragdo de 30
mg/mL até -42°C. A entalpia observada (tracado marrom

na Figura 3) é devida &a cristalizacdo do manitol
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conforme mostrado na Figura 2. Se se considerar a
entalpia total como igual & entalpia de resfriamento
mais a entalpia de agquecimento, entdo, a entalpia total
pode ser tracada contra a concentracdo de proteina
conforme mostrado na Figura 4. Conforme também mostrado
na Figura 4, uma concentracdo aumentada de proteina
(por exemplo, > 30 mg/mL) suprimiu a cristalizag¢8o do
manitol.

Exemplo 3. Uma maior concentracgdo de proteina
suprime a cristalizacdo de manitol

Trés anticorpos, chamados de MAB-001, MAB-002
e MAB-003, foram dialisados em 10 mM de histidina, 250
mM de manitol, pH 6,0, entdo, submetidos a cinco ciclos
de congelamento-descongelamento e monitorizados gquanto
a formacdo de espécies HMW. Os cromatogramas SEC-HPLC
sdo mostrados na Figura 5. Conforme mostrado na Figura
5, para cada uma das trés proteinas MAB-001, MAB-002 e
MAB-003, uma concentracdo aumentada da proteina na
formulac&o suprimiu a formagcdo de espécies HMW. A
alteracdo da porcentagem de espécies HMW foi tracada
contra a concentracdo da proteina na Figura 6. Conforme
mostrado na Figura 6, para cada uma das trés proteinas,
0o aumento da concentracdo da proteina acima de 20-30

mg/mL diminuiu a gquantidade de formacéo de HMW
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detectada por SEC-HPLC. Esse resultado era consistente
com os dados de mDSC.

Exemplo 4. Escala laboratorial versus escala
de producéao

Os ciclos de congelamento/descongelamento
rdpidos e lentos foram desenvolvidos em um sistema
laboratorial s? Celsius (Stedim Biosystems) para
corresponderem ao tracado de produto da escala de
producdo e para delimitar as cargas de produc¢do minima
e madxima. Usou-se o FT-100 Celsius (Stedim Biosystems)
a diferentes cargas de producgdo. Para uma carga de
producdo minima, usaram-se 4,2 L (1 bolsa). Para uma
carga de producdo maxima, usaram-se 100 L (6 bolsas a
16,6 L cada) . 0 mesmo perfil de ajustes de
congelamento/descongelamento com a mesma velocidade de
misturacdo do FT-100 resultou em 2 conjuntos de
tracados de temperatura de produto com base nas cargas
de producgdo, conforme mostrado na Figura 7.

O desenvolvimento do ciclo de congelamento e
descongelamento foi realizado usando-se o sistema em
escala laboratorial S®. Conforme mostrado na Figura 8,
as taxas para congelamento e descongelamento mais
rdpidos do sistema laboratorial foram mais rdpidas do

que as taxas a carga de producdo minima. Conforme
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mostrado na Figura 9, as taxas para congelamento e
descongelamento lentos do sistema laboratorial foram
mais lentas do que as taxas a escala de producgdo
maxima.

\

Observou-se um super-resfriamento durante o
desenvolvimento do ciclo de escala laboratorial para o
congelamento e descongelamento lentos. Um fendmenos de
super-resfriamento tipico é mostrado na Figura 10. A
temperatura de congelamento é deprimida quando ocorre o
super-resfriamento. 0O fendmeno de super-resfriamento
foi observado em 2 de 3 ensaios de ciclos de
congelamento/descongelamento lentos (67% de
ocorréncia). O super-resfriamento poderia ser uma
ocorréncia aleatdéria em operacdes com proteina e tampdo
ou pode ser causado por posicgdes da bolsa, que eram
imprevisiveis. O super-resfriamento afetou o cdlculo do
tempo de congelamento normal (NFT) (de 5°2C para -5°2C).
O super-resfriamento pode estar relacionado ao nivel de
concentracdo de proteina.

Para evitar o super-resfriamento, usou-se um
anticorpo monoclonal como uma proteina modelo (MabM)
para desenvolver e} ciclo de congelamento e
descongelamento lentos do sistema laboratorial. O MabM

foi concentrado e dialisado mna solucdo tampdo de
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formulagcdo de Mab, entédo, diluido nas seguintes
concentracdes: 50 mg/ml, 100 mg/mL e 150 mg/mL.
Prepararam-se as formulacBes sem manitol, seguido por
congelamento e descongelamento 5 vezes usando-se O
sistema laboratorial. Adicionou-se, entdo, manitol
sbélido as formulag¢Bes livres de manitol. Essas solucgdes
foram novamente congeladas e descongeladas 5 vezes com
o sSistema laboratorial. 0 perfil de
congelamento/descongelamento lentos foi revisado por
extensdo do tempo de congelamento profundo inicial e
reducdo da temperatura de congelamento inicial para
facilitar a nucleac8o. Conforme mostrado na Figura 11,
o perfil revisado foi realizado em 5 ensaios com
tampdo, seguidos por 5 ensaios com MabM com oOu sem
manitol (15 no total), e nenhum super-resfriamento foi
observado em nenhum dos 10 tracados de termopar (0% de
ocorréncia) . Uma misturacdo manual apds o
descongelamento foi requerida para todos os niveis de
concentracgdo de proteina.

Os perfis de congelamento e descongelamento
rdapidos e lentos acima desenvolvidos foram usados para
avaliar a possibilidade de congelar e descongelar uma
substdncia farmacoldgica de anticorpo monoclonal (Mab).

Usou-se o S°® Celsius de escala laboratorial neste
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experimento. As avaliagdes do ensaio incluiram
observagdo visual de crioconcentrac¢do, SEC HPLC para
HMW e espécies de baixo peso molecular (LMw), pH,
turvacdo por A400, concentracdo e CEX HPLC. Conforme
mostrado na Figura 12, os tracados de temperatura de
produto de Mab e MabM se superpuseram. Ndo se observou
nenhum super-resfriamento para nenhum dos 10 tracados
de termopar até 5 operacgdes com Mab com ou sem manitol.
Uma misturacdo manual apds o descongelamento ofi
requerida para todos os niveis de concentracgdo.

Exemplo 5. A formacdo de HMW se relacionada
as taxas de congelamento e descongelamento

Conforme mostrado na Figura 13, a porcentagem
de espécies HMW aumentou mais significativamente apds
miltiplos ciclos de congelamento e descongelamento a
taxas lentas, em comparacdo com taxas rapidas. Ndo se
observou nenhuma alteracdo na quantidade de espécies
LMW, pH, turvagdo, concentracdo, assim como de espécies
dcidas e Dbéasicas. Também conforme mostrado na Figura
13, o aumento de espécies HMW sé foi ob servado em uma
formulacdo com uma concentracdo de proteina de 50 mg/mL
e contendo manitol. Conforme mostrado na Figura 14, ndo
se observou mnenhum aumento de espécies HMW com a

formulagdo de Mab a uma concentragcdo de 100 mg/mL
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contendo manitol. Além disso, observou-se qgue Mab sem
manitol permanecia estdvel durante até 5 ciclos de
congelamento e descongelamento em bolsas Stedim com
concentracdes de 50 e 150 mg/mL.

INCORPORAGCAO POR REFERENCIA

Todas as publicacgdes e documentos de patentes
citados neste pedido sdo incorporados por referéncia em
sua inteireza para todas as finalidades, na mesma
medida que se o conteddo de cada publicacdo ou

documento de patente individual fosse aqui incorporado.
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REIVINDICACOES

1. Método para armazenar uma formulacéao
ligquida, o método caracterizado pelo fato de que
compreende o resfriamento gradual da formulacdo liguida
a uma temperatura menor do que -10°C, em que a
formulacdo liquida compreende manitol e uma proteina, a
proteina estando em uma concentracdo maior que 50
mg/mL, de modo que a maior concentracdo suprima a
agregacdo de proteina durante o resfriamento.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a temperatura é de
aproximadamente -20°C, -40°C ou -50°C.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o manitol estd em uma
quantidade de aproximadamente 0-15%.

4. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o resfriamento é a uma
taxa de aproximadamente 0,5°C/minuto, 0,3°C/minuto ou
0,1°C/minuto.

5. Método, de acordo com a reivindicacgdo 1,
caracterizado pelo fato de que a proteina estd em uma
concentracdo entre 50 mg/mL e 200 mg/mL.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que a proteina estd em uma
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concentracdo maior que 75 mg/mL, 100 mg/mL, 125 mg/mL
ou 150 mg/mL.

7. Método, de acordo com a reivindicacgdo 1,
caracterizado pelo fato de que a proteina €& um
anticorpo.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo ¢é um
anticorpo monoclonal.

9. Método, de acordo com a reivindicacgdo 1,
caracterizado pelo fato de que a proteina ¢€é uma
substédncia farmacéutica.

10. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o método €& um
intermedidrio do processo.

11. Método para a preparagao de uma
formulagd@o liquida, o método caracterizado pelo fato de
que compreende o© aqgquecimento gradual da formulacdo
ligquida de um estado congelado a uma temperatura maior
que 0°C, em que a formulacido liquida compreende manitol
e uma proteina, a proteina estando em uma concentracdo
maior que 50 mg/mL, de modo que a maior concentracdo

suprima a agregacdo de proteina durante o aguecimento.
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12. Método, de acordo com a reivindicac¢do 11,
caracterizado pelo fato de que a temperatura €& de
aproximadamente 20°C ou 30°C.

13. Método, de acordo com a reivindicacdo 11,
caracterizado pelo fato de que o manitol estd em uma
quantidade de aproximadamente 0-15%.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 11,
caracterizado pelo fato de que o agquecimento & a uma
taxa de aproximadamente 0,5°C/minuto, 0,3°C/minuto ou
0,1°C/minuto.

15. Método, de acordo com a reivindicacédo 11,
caracterizado pelo fato de que a proteina estd em uma
concentracdo entre 50 mg/mL e 200 mg/mL.

16. Método, de acordo com a reivindicagédo 11,
caracterizado pelo fato de que a proteina estd em uma
concentrag¢do maior que 75 mg/mL, 100 mg/mL, 125 mg/mL
ou 150 mg/mL.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 11,
caracterizado pelo fato de que a proteina é um
anticorpo.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 17,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo é um

anticorpo monoclonal.
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19. Método, de acordo com a reivindicagd@o 11,
caracterizado pelo fato de gque a proteina ¢é uma
substéncia farmacéutica.

20. Método, de acordo com a reivindicag¢do 11,
caracterizado pelo fato de que o método é um
intermedidrio do processo.

21. Composicdo, caracterizada pelo fato de
que compreende uma quantidade biologicamente eficaz de
proteina na formulagdo liguida preparada pelo método de
acordo com a reivindicacdo 11.

22. Método para inibir a agregacdo induzida
por manitol de uma proteina em uma formulacdo liquida,
caracterizado pelo fato de que o método compreende o
aumento da concentracdo da proteina a uma gquantidade
maior que 50 mg/mL.

23. Método, de acordo com a reivindicacdo 22,
caracterizado pelo fato de que a proteina estd em uma
concentrag¢do maior que 75 mg/mL, 100 mg/mL, 125 mg/mL

ou 150 mg/ml.
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RESUMO

“METODO PARA  ARMAZENAR UMA  FORMULAGAO
LIQUIDA; METODO PARA A PREPARACAO DE UMA FORMULACAO
LfQUIDA; COMPOSICAO; E METODO PARA INIBIR A AGREGAGCAO
INDUZIDA POR MANITOL DE UMA PROTEINA EM UMA FORMULACZ'K.O
LIQuIDA”

A presente invencdo apresenta um método para
inibir a agregac¢do induzida por manitol de uma proteina
em uma formulacdo liquida por aumento da concentracgdo
de proteina a uma quantidade maior que 50 mg/mL. A
presente invencdo também apresenta métodos para
armazenar e preparar uma formulacdo ligquida contendo
manitol e uma concentracdo de proteina maior que 50

mg/mL.
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