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Descrigac referente & patente
de invencac de BEHRINGWERKE AKTIEN-
GESELLSCHAFT, alema, industrial
e comercial, com sede em D-3550
Marburg, Repiiblica Federal Alema,
(inventores: Dr. Dieter Brazel, Dr.
Bernhard Siebold, Dr. Dorothee
Krumwich e Dr. Thomas Brume, resi-
dentes na Republica Federal Alema),
para "PROCESSO PARA A PREPARACAO
DE COMPOSIGOES FARMACRUTICAS QUE
CONTEM ERITROPOIETINA"™

DESCRICACO

A presente invengao refere~se
a composigoes galenicas aquosas que contém eritropoietina
purificada, especialmente eritropoietina natural humana =&
eritropoietina recomninante humana (rh EP0), As composigoes
farmacduticas de acordo com a presente invengao - sem proteinas
estranhas, agiicar, aminoacidos ou outros agentes estabilizado-
res usuals ~ quando guardadas a uma temperatura de 4 a 8° C,

mantém pelo menos cerca de 78% da sua actividade original
durante um ano.

A eritropoietina (EPO) € uma glicoproteina
com cento e sessenta e seis aminoacidos, trés posigoes de
glicosilagao nas posigoes de aminodcidos 24, 38 e 83 e uma
massa molecular igual a cerca de 34 000. A EPO pode quer ser
preparada a partir de fontes naturais como, por exemplo, urina
humana (veja-se, por exemplo, MiyaKe e col., J. Biol. Chen.,
Vol. 252 (1977), 5558 - 5564) quer ser preparada por proces~
sos de tecnologia genetica (veja-se, por exemplo, as Patentes
Europeias EP-A 0148 605 e 0 267 678). As solugoes aquosas
de eritropoietina sac instdveis 3s temperaturas compreendidas
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entre cerca de 3° C e a temperatura ambiente,

Oz pacientes com insuficidncia renal
nao podem produzir EPO e, portanto, sofrem de anemia. Os ensai-
o8 para complementar essa falta de EPO por administracso de
EP0 e atenuar os sintomas de anemia obtiveram &xito. Outras
utilizagoes clinicas consistem na administragao de hEPO no
caso de anemia iatrogenica depois de quimioterapia ou de tera-
pia com raios X de doencas malignas.,

Una dose individual de EPO & de apenas
alguns microgramas. Fm virtude dos curtos tempos de semi-trans-
formagao depois de administracao por via intravenosa, nao

podem detectar-se teores fisiologicos no plasma apos as injec-
goes subcutfneas.

As formulagoes galénicas de eritropoietina
até agora reilvindicadas e disponiveis t&m aditivos constituldos

por detergentes e/ou proteinas, aciicares e poli-alcoois, os
quais, por um lado, estabilizam a EPO e, por outro lado, evitam
a absorgao da EPO pela parede interna do recipiente de armaze~
nagem (isto &, nas ampolas) (EP-B-0 178 5763 EP-A-0 178 655;
G. Krystal e col., Blood, Vol. 67 (1986), 1, 71 =~ 79).

A administragao subcutfnea ou intramuscu—
lar da EPO estabilizada dessa forma origina inflamagoes locais
com formagao de granulomas, A EP0 de elevada pureza preparada
de acordo com processos conhecidos patentes de invengao (EP-

-A-0 236 0593 US-A 4 667 159, PCT/US 86/01342 (=WO 86/07594))

perde mais de 2527 da sua actividade durante uma semana em
armazenagem a 24° C, A partir da Patente Europeia EP-B-0 178
576, conhece~se ainda uma solucao de eritropoietina humana
que foi metilada por redugao com 140~fornaldeido em PBS; vejam-
-se ensaios 1 e 2,

A invengao tem como objectivo proporcionar
composigoes farmacduticas galénicas de eritropoietina purifica-
da gque sao isentas dos aditivos de estabilizacao usuais e,
nao obstante, possuem uma estabilidade suficiente as temperatu-
ras compreendidas entre cerca de 3°C e & temperatura ambiente
e sao especialmente apropriadas para a administragao por vias
subcutinea ou intramuscular.
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Supreendentemente, a Requerente descobriu
gue a eritropoietina purificada (com cerca de 99% de grau
de pureza), e, especialmente, a eritropoietina humanas natural
ou recombinante purificada, no seio de uma solugao~-tampao
de fosfato aquosa fisiologicamente aceitavel de pH compreendido
entre 6 e 8, que contém um halogeneto de metal alcalino fisio-
logicamente aceitavel, mas nao contém aditivos estabilizantes,
& estdvel em recipientes de vidro ou ampolas de vidro fechados,
durante longos intervalos de tempo, a temperaturas compreendi~
das entre 4 e 8°C,

A invencao refere-se, portanto, a composi-
goes farmacduticas galenicas aquosas de eritropoietina purifi-
cada num tampao aquoso de fosfato fisiologicamente aceitavel
com um valor de pH compreendido entre 6 e 8, que contem um
halogeneto de metal alcalino fisiologicamente aceitivel mas
que n8c contém outros aditivos estsbilizantes, £ especialmente
preferido um tampac comstituide por fosfato de sddioc 50 mm
e por NaCl 100 mM de pH 7,8. A concentragac de eritropoietina

na solugao de tampaoc aquoss & igual a 50 a 1000 microgramas
por mililitro de solugao de tampao.

Saoc exemplos de solugdes de tampao aquosas
de fosfato fisiologicamente aceitaveis o tampac de fosfato
de s0dio e o tampao de fosfato de potissio, de preferdncia
o tampao de fosfato de sédic. Os exemplos de hologenetos de
metais alcalinos fisiologicamente aceitaveis sac o cloreto
de sodio e o cloreto de potdssio, de preferéncia, o cloreto
de sodio. Um tampao de fosfato preferido & um tampao de fosfato
de s0dio 50 mM e NaCl 100 mM, de pH 7,8. Este tampao € abrevia-
damente designedo como PBS. As soclucoes aquosas de eritropoie-~
tina em PBS sso muito apropriadas para a administragac por
via subcutfinea e intramuscular.

A invengao refere-se ainda a utilizacao
das formulagoes aquosas galénicas para a preparagao de composi-
goes para injecgoes para administracac subcutfnea ou intramus-
cular. £ especialmente preferida a administracao subcutfinea
porque, em relagao as formulagoes conhecidas, que sao estabili-
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zadas com protelnas, nao origina irritagio nem dores provoca-

das por inflamagao; os ensaios clinicos demonstraram este
efeito.

Os Exemplos seguintes esclarecem a presen-
te invencgao.

EXEMPLO

Exemplo 1

Purificacac de rh EPO

A purificagao de rh EPO realizou-
~se a partir de meio que contém soro ou isento de soro, que
foi condicionado por cé&lulas animais que produzem rh EPO,
de acordo com o processo descrito na Patente de Invengao EP-
~A 0 267 678, pagina 6, linha 45 até pagina 9, linha 5, O
processo compreende:

1) a clarificacao, a concentragao e a dialise do meio
de cultura,

2) a cromatografia com permuta de ioes,

3) a “cromatografia em fase liquida de alto rendimento
em fase inversa" preparativa e

4) a cromatografia por filtragao atravées de gel,

Para a cromatografia atraves de gel,
equilibrou-se a coluna com PBS, isto &, tampao de fosfato
de sodio 50 mM e NaCl 100 mM, pH 7,8. Com esta solugac de
tampao, elulu-se a rh EPO num pico inico simétrico (determina—
¢ao do eluldo a 280 nm). A rh FPO assim obtida era pelo menos
99Z pura de acordo com o ensaio de SDS-PACE.

5) Diluigao

As fracgoes de rh EPO pura obtidas
na fase de filtrag@o em gel 4) tipham um teor de 0,1 - 0,8
mg de EPO por mililitro e foram embaladas com o tampao de
foafato de sddio-cloreto de sddio (PBS) de pH 7,8, em doses
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individuais de 100 microgramas/mililitro.

Exemplo 2

Ensalo da Estabilidade

Ensaiou~se a estabilidade da solu-
¢ao de rh EPO em PBS obtida de acordo com o Exemplo 1 depois
da armazenagem das doses individuais em tubos de ensaioc esteri-
lizados em comparagao com diferentes estabilizadorez. A activi-
dade da rh EP0 foi medida por insergao de ST em células de
bago de rato com fenil-~hidrazina, procedendo de acordo com
a maneira de proceder geral.

Os dados reunidos na Tabela seguin-
te referem-se & actividade de partida da rh EPO inicial igual
a 100%.

a) Armazenagem a 4 - 82 ¢

Agente estabilizador Quantidade de agente esta- £ de activi-
bilizador (peso/peso rela- dade depois

tivo de EPO) em relagao a de 12 meses
de EPO/ml de PBS

PBS sozinho - 78,5
PBS + Sorbite 5000 51
| PBS + Glicerina 6150 0

PBS + HaemacelR 100 68

b) Armagenagem s 37°C (Ensaio Acelerado)

Agente estabilizador Quantidade de agente Z de activi-
estabilizador dade depois de meses
1 2 3 6

PBS sozinho - 86,3 39 11,2 9,9
PBS + Sorbite 5000 33,5 10,7 5,1 0
PBS + Haemace1iX 100 42 14,8 6,0 5,1

NOTA: Haemacel® & uma gelatina degradada

-5‘




| o o @

A partir dos valores indicados
nas Tabelas, verifica-se obviamente a surpreendentemente melhor
estabilizagao de rh EPO em PBS (pH 7,8) sem adicac de estabili-
zador.

REIVINDICACDES

- 18 -

Processe para a preparagaoc de
composigoes farmacuticas aquosas estiveis que contém eritro-
poietina (EPO), apropriadas para injecgoes, caracterizado
por se dissolver EPO com uma pureza maior do que ou igual
a 997 numa solugaoc aquosa de tampac com o valor de pH de 6
a 8, fisiologicamente aceitavel a qual contém um fosfato de
metal alcalino fisiologicamente aceitavel e um halogeneto
de metal alcalino mas mais nenhuns outros aditivos establliza-
dores.

- 98 .

Processo de acordo com a reivindi~
cagao 1, caracterizado pelo facto de a solugao aquosa de tampao
ser uma solugao 50 mM fosfato de sddio e 100 mM de NaCl de
pH igual & 7,8,

- 32 .

Processo de acordo com as reivindi-
cagoes 1 ou 2, caracterizado pelo facto de a EPO ser EPO humana
natural ou recombinante.

Processo de acordo com qualquer
das reivindicagoes 1 a 3, caracterizado pelo facto de a concen-
tracao de EPO estar compreendida entre 50 a 1000 microgramas
por mililitros de solugao de tampao.




de do pedido alemao apresentado em 8 de Maio de 1990, sob

o N2, P 40 14 654.5.

A requerente reivindica a priorida-

Lisboa, 7 de Maio de 1991




RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE COMPOSIGOES FARMACEUTICAS AQUO-
SAS QUE CONTEM ERITROPIETINAY

A invencao refere-se ao processo para
a preparagaoc de composicoes farmacB8uticas aquosas que contém
eritropoietina humana natural ou recombinante, que compreende
dissolver eritropoietina com um grau de pureza 99% numa
solugao aquosa 50 mM de fosfato de sddic e 100 mM de NaCl
de pH igual a 7,8, fislologicamente aceitavel de modo a obter-
-se uma concentracao de eritropoietina, compreendida entre
50 e 1000 microgramas por mililitro de solugao de tampao.
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