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DESCRIPCION
Formulaciones de insulina de accién prolongada

La solicitud se refiere a una formulacion farmacéutica acuosa con pH entre 3,4 y 4,6 que comprende insulina glargina,
en donde la concentracion de insulina glargina es de 270-330 U/mL, que es equimolar a 270-330 Ul de insulina humana
y su uso y que comprende ademas en el intervalo de 20-400 pg/mL de cinc.

La insulina glargina es 318-328-Di-Arg insulina humana, un analogo de insulina humana, con una sustitucion adicional
de asparagina en posicién A21 por glicina.

Lantus® es un producto de insulina que contiene insulina glargina que proporciona un suministro de insulina basal de
24 horas después de una inyeccién subcutanea de una sola dosis.

El efecto glucodinamico de Lantus® se distingue del de otros productos de insulina comercializados actualmente por
una absorcién retrasada y predecible de insulina glargina desde el sitio de inyecciéon subcutaneo, que da como
resultado una concentracion a lo largo del tiempo en 24 horas y un perfil de accidén uniformes, sin un pico definido.
Lantus® se desarrolld para satisfacer la necesidad médica de un producto de insulina de accién prolongada que pudiera
administrarse como una sola inyeccién diaria para producir un control de glucosa en sangre normal o casi normal con
un perfil de insulina basal tan uniforme como sea posible durante un periodo de 24 horas. Dicha preparacion
proporciona un buen control de la glucosa en sangre todo el dia, mientras que minimiza la tendencia a producir
hipoglucemia observada con otras preparaciones de insulina con un efecto “pico” mas definido.

Un numero considerable de pacientes, en particular los que tienen una resistencia a la insulina aumentada debido a
la obesidad, usan grandes dosis para controlar la glucosa en sangre. Por ejemplo, una dosis de 100 U requiere la
inyeccion de 1 mL de Lantus® U100, lo cual puede producir algunas molestias; cada ml de Lantus® U100 contiene 100
U (3,6378 mg) de insulina glargina. Para reducir el volumen de inyeccién, se ha desarrollado una formulaciéon que
contiene 300 U de insulina glargina por mL. Aunque la invencioén no se limita a una formulacién de insulina glargina U
300, los estudios clinicos descritos en el presente documento se realizaron con una formulacion de insulina glargina
U 300; cada mL de insulina glargina U300 contiene 300 U (10,9134 mg) de insulina glargina. Esta formulacién permitiria
que los pacientes se inyectaran el mismo nimero de unidades de insulina glargina en un tercio del volumen de
inyeccion. Era de esperar que las dos formulaciones de insulina glargina, U100 y U300, proporcionaran la misma
exposicién a la insulina y la misma eficacia, es decir, los mismos perfiles de tiempo.

DESCRIPCION DETALLADA

Se ensay6 la exposicién y actividad de insulina glargina U300, la medicacién de ensayo (T), en sujetos sanos no
diabéticos en pinzamientos euglucémicos para comprobar la equivalencia en exposicién y actividad a Lantus U100, el
producto de referencia (R) aprobado. Para representar la larga duracién de accion de la insulina glargina después de
la administracion subcutanea se seleccionaron 30 horas. La exposicion se evalué a partir de perfiles de concentracion
de insulina glargina frente al tiempo después de la administracién subcutanea, mientras que la actividad se evalué
simultaneamente como utilizacion de glucosa por unidad de insulina.

Un disefio repetido permitié limitar el nimero de sujetos para evaluar la bioequivalencia y variabilidad como
recomiendan las directrices de la FDA “Guidance for Industry, Statistical Approaches to Establishing Bioequivalence”.

Se esperaba que el estudio clinico respectivo estableciera equivalencia en exposicién y actividad.

Para este estudio se selecciond una dosis de 0,4 U/kg; corresponde a la dosis media de insulina basal en los pacientes.
En sujetos sanos no diabéticos, esta dosis produce una elevacién considerable en la concentracion plasmatica de
insulina y un efecto duradero de reduccion de glucosa que puede cuantificarse en escenarios de pinzamiento
euglucémico.

El disefio repetido preferido por las directrices requiere dos inyecciones repetidas de una sola dosis de IP (R: Lantus®
U100, T: insulina glargina U300} en secuencias cruzadas de cuatro vias predefinidas (RTTR o TRRT) asignadas por
el plan de aleatorizacion. Esto se hizo en Periodos (P) 1 - 4 en cuatro dias diferentes. Como resultado, cada sujeto
recibié dos dosis subcutaneas individuales repetidas de 0,4 U/kg de Lantus® U100 (R) e insulina glargina U300 (T),
alternando entre dos sitios opuestos del area periumbilical.

Los dias de dosificacion se separaron por un periodo de eliminacién de 4 a 18 dias. La longitud del periodo de
eliminacioén variaba individualmente, permitiendo que tanto el participante como el Investigador lo ajustaran a sus
necesidades. Por experiencia, 4 dias constituyen un periodo minimo de recuperacion, permitiendo 1 pinzamiento por
semana para un participante, mientras que 18 dias representan una ruptura de 3 semanas entre dias de pinzamiento,
permitiendo a los sujetos mas libertad para cumplir con las obligaciones no relacionadas con el estudio.

Antes de las visitas de pinzamiento euglucémico, en la SCR (visita de seleccién), los sujetos se someten a una
seleccion de elegibilidad, y en la visita EOS (final del estudio) los sujetos se someten a un examen final para asegurar
un estado de salud normal. La seleccién y el P1 no tienen que estar separados por mas de 21 dias, mientras que las
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visitas EOS no deben producirse antes que el mismo dia de la semana que el Dia 1 de P4 la semana siguiente, es
decir, después de 4 dias mas, y no deben producirse después de una quincena después del Dia 2 de P4, es decir,
después de 14 dias mas.

Este es un estudio de una sola dosis con un total de 4 administraciones repetidas. El efecto de los IP tenfa que durar
al menos aproximadamente 24 horas, lo cual es la causa de que los sujetos hayan permanecido en el instituto durante
2 dias. Los sujetos se exponen al tratamiento 4 veces.

El objetivo primario del estudio fue evaluar la bioequivalencia media (ABE) de Lantus® U100 (formulacion comercial)
e insulina glargina U300 en biodisponibilidad (exposicién) y bioeficacia (actividad) usando la técnica de pinzamiento
euglucémico.

El objetivo secundario del estudio fue evaluar la seguridad y tolerancia de la insulina glargina U300.

Como se ha mencionado anteriormente, era de esperar que las formulaciones de insulina glargina U100 y U300
proporcionaran la misma exposicion a la insulina y la misma eficacia. Sin  embargo, sorprendentemente, se
demostro que la exposicion a la insulina y la eficacia no eran iguales. La insulina glargina U 100 y la insulina glargina
U 300 no son equivalentes en biodisponibilidad (exposicién) y bioeficacia (actividad). La exposicion y actividad después
de la administracién de insulina glargina U300 eran aproximadamente 40% menores en comparacién con la exposicién
y actividad después de la administracion de la misma cantidad (0,4 U/kg) de insulina glargina U100.

Sin embargo, la insulina glargina U300 muestra un perfil de PD (actividad) y PK (exposicion) incluso mas plano que la
insulina glargina U100, lo cual seria deseable para una insulina basal. Estas diferencias sorprendentes e inesperadas
en exposicion y actividad entre las formulaciones de insulina glargina U100 e insulina glargina U300 después de la
misma dosis s.c. en sujetos sanos se muestran eficazmente las figuras presentadas mas adelante. Debe tenerse en
cuenta que al mismo tiempo la glucosa en sangre era constante.

El efecto reductor de la glucosa en sangre de la insulina glargina se evalu6é adicionalmente en perros Beagle
normoglucémicos sanos. Al aumentar la concentracién de insulina glargina, el tiempo medio de accién aumentaba de
6,8 h (U100) a 7,69 h (U300), respectivamente. Al aumentar la concentracion de glargina de 100 a 300 U/mL, el peffil
de accion-tiempo de reduccion de la glucosa en sangre cambiaba hacia una actividad mas plana y prolongada en el
perro. Los datos actuales en perros son coherentes con los datos en humanos, 0 que demuestra que las mayores
concentraciones de farmaco de insulina glargina estan correlacionadas positivamente con el perfil y la mayor duracion
de la accién.

Ademas, los precipitados de formulaciones de insulina glargina que tienen concentraciones de 100 U/mL, 300 U/mL,
500 U/mL, 700 U/mL y 1000 U/mL se han investigado por microscopia. Estas investigaciones revelaron diferencias en
las caracteristicas de las precipitaciones, que conducian a particulas notablemente mas grandes al aumentar las
concentraciones.

También se investiga la influencia de las mayores concentraciones de formulaciones de insulina glargina con respecto
a las propiedades de disolucion usando un sistema de ensayo in vitro. Para hacer esto, se realizan estudios de
precipitacion usando un tampoén fosfato con un pH de 7,4, que simula las condiciones in vivo.

El sobrenadante de la insulina precipitada se investiga usando técnicas de HPLC para determinar el contenido de
insulina glargina.

El documento W02008/013938 A2 desvela una formulacién farmacéutica acuosa que comprende insulina glargina a
una concentracién de 684 U/mL.

El documento US 2004/048783 divulga una formulacion que comprende insulina glargina y polisorbato.
Los estudios clinicos descritos en el presente documento se realizaron con una formulacién de insulina glargina U 300.

1 mL de formulacién de insulina glargina U 300 contiene 10,913 mg de 21A-Gly-308a-L-Arg-308b-L-Arg insulina
humana [equimolar a 300 Ul de insulina humana], 90 pug de cinc, 2,7 mg de m-cresol, 20 mg de glicerol al 85%, HCl y
NaOH hasta pH 4,0; gravedad especifica 1,006 g/mL.

Sin embargo, son posibles variaciones con respecto al tipo de excipientes y sus concentraciones.

La formulacién farmacéutica contiene 270-330 U/mL de insulina glargina, que es equimolar a 270-330 Ul de insulina
humana, preferiblemente 300 U/mL de insulina glargina, que es equimolar a 300 Ul de insulina humana que comprende
ademas en el intervalo de 20-400 pg/mL de cinc.

Se pueden afadir surfactantes a la formulacién farmacéutica, por ejemplo, entre otros, surfactantes no iénicos. En
particular, se prefieren los surfactantes farmacéuticamente habituales tales como, por ejemplo:

ésteres y éteres parciales y de acidos grasos de alcoholes polihidroxilicos tales como glicerol, sorbitol y similares
(Span®, Tween®, en particular Tween® 20 y Tween® 80, Myrj®, Brij®), Cremophor® o poloxameros. Los tensioactivos
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estan presentes en la composicién farmacéutica en una concentracién de 5 - 200 pg/ml, preferiblemente de 5 - 120
pg/mly, de una forma particularmente preferida, de 20 - 75 pg/ml.

La formulacién puede contener ademas conservantes (por ejemplo, fenol, m-cresol, p-cresol, parabenos), agentes
isotonicos (por ejemplo manitol, sorbitol, lactosa, dextrosa, trehalosa, cloruro sédico, glicerol), sustancias tampén,
sales, acidos y alcalis y también excipientes adicionales. Estas sustancias, en cada caso, pueden estar presentes de
forma individual o, como alternativa, como mezclas.

El glicerol, la dextrosa, la lactosa, el sorbitol y el manitol pueden estar presentes en la preparacion farmacéutica en
una concentracién de 100 - 250 mM, y el NaCl en una concentracion de hasta 150 mM. Las sustancias tampén, tales
como, por ejemplo, tampon fosfato, acetato, citrato, arginina, glicilglicina o TRIS (es decir, 2-amino-2-hidroximetil-1,3-
propanodiol) y las sales correspondientes, estan presentes en una concentraciéon de 5 - 250 mM, preferiblemente 10
- 100 mM. Otros excipientes pueden ser, entre otros, sales 0 arginina.

La concentracion de cinc de la formulacion esta en el intervalo de concentraciones que se alcanza por la presencia de
20 - 400 pg/mL de cinc, y mas preferiblemente 90 pg/mL. Sin embargo, el cinc puede estar presente en forma de
cloruro de cinc, pero la sal no se limita al cloruro de cinc.

En la formulacién farmacéutica, el glicerol y/o manitol pueden estar presentes en una concentracién de 100 - 250
mmol/L, y/o el NaCl preferiblemente esta presente en una concentracion de hasta 150 mmol/L.

En la formulacion farmacéutica, una sustancia tampén puede estar presente en una concentracién de 5 - 250 mmol/L.

Otro objeto de la invencién es una formulacion farmacéutica de insulina que contiene aditivos adicionales tales como,
por ejemplo, sales que retrasan la liberacion de insulina. En el presente documento se incluyen mezclas de dichas
insulinas de liberacién retardada con formulaciones descritas anteriormente.

Un objeto adicional de la invencion se refiere a un método para la produccion de dichas formulaciones farmacéuticas.
Para producir las formulaciones, los ingredientes se disuelven en agua y el pH se ajusta usando HCI y/o NaOH. De
forma similar, otro objeto de la invencion se refiere al uso de dichas formulaciones para el tratamiento de diabetes
mellitas.

Otro objeto la invencion se refiere al uso o la adicién de tensioactivos como estabilizantes durante el proceso para la
produccién de insulina, analogos de insulina o derivados de insulina o preparaciones.

La invencién se refiere ademas a una formulacién como se ha descrito anteriormente, que también comprende
adicionalmente un péptido-1 similar a glucagén (GLP1) o un analogo o derivado del mismo, o exendina-3 o -4 o un
analogo o derivado de la misma, preferiblemente exendina-4.

La invencién se refiere ademas a una formulacién como se ha descrito anteriormente, en la que el analogo de
exendina-4 se selecciona de un grupo que comprende

H-desPro®-exendina-4-Lyss-NHz,
H-des(Pro®¢%7)-exendina-4-Lys4-NHz y
H-des(Pro®¢%7)-exendina-4-Lyss-NHz,

o una sal farmacolégicamente tolerable de los mismos.

La invencién se refiere ademas a una formulacién como se ha descrito anteriormente, en la que el analogo de
exendina-4 se selecciona del grupo que comprende

desPro®¢ [Asp?®lexendina-4 (1-39),

desPro®® [IsoAsp®]exendina-4 (1-39),

desPro®® [Met(O)4, Asp®exendina-4 (1-39),

desPro® [Met(0)', IsoAsp®lexendina-4 (1-39),
desPro%® [Trp(02)%°, Asp®®lexendina-2 (1-39),

desPro%® [Trp(02)%°, IsoAsp?®lexendina-2 (1-39),
desPro® [Met(0)'“Trp(02)%°, Asp®lexendina-4 (1-39) y
desPro3 [Met(O)4Trp(02)25, IsoAsp?8lexendina-4 (1-39),

o una sal farmacolégicamente tolerable de los mismos.
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La invencion se refiere ademas a una formulacién como se ha descrito en el parrafo anterior, en la que el péptido -
Lyse-NH2 esta unido al extremo C de los analogos de exendina-4.

La invencién se refiere ademas a una formulacién como se ha descrito anteriormente, en la que el analogo de
exendina-4 se selecciona de un grupo que comprende

H-(Lys)e- des Pro®® [Asp?®lexendina-4(1-39)-Lyss-NH2

des Asp®Pro%, Pro®’, Prosg exendina-4(1-39) -NHa,

H-(Lys)s- des Pro%®, Pro%, Pro® [Asp?®lexendina-4(1-39) -NHa,

H-Asn-(Glu)s des Pro®®, Pro%, Pro38 [Asp28lexendina-4(1-39) -NHz,

des Pro®®, Pro%’, Pro® [Asp®®]exendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,

H-(Lys)s- des Pro%®, Pro%, Pro® [Asp?®lexendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,

H-Asn-(Glu)s- des Pro®¢, Pro%, Pro® [Asp?®]exendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,

H-(Lys)e- des Pro%® [Trp(02)%5, Asp®®lexendina-4(1-39)-Lyss-NHz,

H- des Asp?® Pro®, Pro%, Pro® [Trp(02)*°lexendina-4(1-39) -NHz,

H-(Lys)e- des Pro%8, Pro%, Pro® [Trp(02)2, Asp?®Jexendina-4(1-39) -NHz,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®®, Pro%7, Pro® [Trp(Q2)%°, Asp?®lexendina-4(1-39) -NHz,

des Pro®, Pro%, Pro® [Trp(02)2°, Asp?®lexendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,

H-(Lys)s- des Pro%®, Pro%, Pro® [Trp(02)2°, Asp®®lexendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®®, Pro%7, Pro® [Trp(02)2, Asp?8lexendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-(Lys)s- des Pro3® [Met(O)'4, Asp®®lexendina-4(1-39)-Lyss-NHz,

des Met(O)'* Asp?® Pro 3, Pro%, Pro%® exendina-4(1-39) -NHa,

H-(Lys)e- des Pro%8, Pro %, Pro® [Met(O)'*, Asp®®|exendina-4(1-39) -NHz,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®®, Pro%7, Pro® [Met(O)', Asp?®] exendina-4(1-39) -NHz,

des Pro®®, Pro%7, Pro® [Met(O)', Asp?®Jexendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,

H-(Lys)s- des Pro%®, Pro%, Pro® [Met(O)'4, Asp?®lexendina-4(1-39)-Lyss-NHz,
H-Asn-(Glu)s des Pro®®, Pro%, Pro38 [Met(O)'4, Asp?®] exendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-(Lys)s- des Pro%® [Met(O)'4, Trp(02)2%, Asp?®lexendina-4(1-39)-Lyss-NHz,

des Asp?® Pro3, Pro%7, Pro38 [Met(O)'4, Trp(Oz2)%5]exendina-4(1-39) -NH>,

H-(Lys)e- des Pro%8, Pro%, Pro® [Met(O}'*, Trp(02)%, Asp®lexendina-4(1-39) -NHz,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®®, Pro%7, Pro® [Met(O)', Asp?®] exendina-4(1-39) -NHz,

des Pro®®, Pro%, Pro® [Met(O)', Trp(02)%°, Asp?®Jexendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-(Lys)e- des Pro%® Pro%, Pro%8 [Met(O)'4, Trp(02)%5, Asp®®lexendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-Asn-(Glu)s- des Pro%, Pro%7, Pro® [Met(O)', Trp(02)2%, Asp??] exendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
o una sal farmacolégicamente tolerable de los mismos.

La invencién se refiere ademas a una formulacion como se ha descrito anteriormente, que comprende ademas Arg®,
Lys?® (N¢(y-glutamil(Ne-hexadecanoil)}) GLP-1 (7-37) [liraglutida] o una sal farmacolégicamente tolerable del mismo.

Ademas, la formulacién también puede comprender un analogo de exendina-4, tal como, por ejemplo, lixisenatida,
exenatida y liraglutida. Estos analogos de exendina-4 estan presentes en la formulacién en el intervalo de 0,1 uga 10
pg por U de insulina glargina, preferiblemente de 0,2 a 1 pg por U de insulina glargina y mas preferiblemente de 0,25
ug a 0,7 pg por U de insulina glargina. Se prefiere la lixisenatida.
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Ademas, la formulacién farmacéutica acuosa puede comprender uno o mas excipientes seleccionados del grupo que
comprende m-cresol, glicerol, polisorbato 20 y sodio. Especificamente, la formulacién farmacéutica acuosa puede
comprender 90 pg/mL de cinc, 2,7 mg/mL de m-cresol y 20 mg/mL de glicerol al 85%. Opcionalmente, la formulacién
farmacéutica acuosa puede comprender 20 pg/mL de polisorbato 20.

El pH de la formulacion farmacéutica acuosa esta comprendido entre 3,4 y 4,6, preferiblemente es de 4 6 4,5.

La presente invencion se refiere a un método para tratar la Diabetes Mellitus de Tipo | y Tipo Il que comprende
administrar a dicho paciente la composicién farmacéutica acuosa de la presente invencién a un paciente diabético.
Entre los intervalos de concentracién se prefiere una concentracion de 300 U/mL y el analogo de insulina preferido es
la insulina glargina. Ademas, la formulacién farmacéutica acuosa también puede comprender m-cresol, glicerol,
polisorbato 20 y sodio y mezclas de los mismos en los intervalos descritos en el presente documento en relacién con
la formulacién farmacéutica acuosa de la presente invencién. En una realizacién preferida, la formulacién farmacéutica
acuosa también comprende de 0,1 ug a 10 pg de lixisenatida por U de insulina glargina.

La insulina se administra preferiblemente una vez al dia, pero puede administrarse dos veces al dia cuando sea
necesario. Los requisitos de dosificacion son una funcién de las necesidades del paciente individual determinadas por
la obtencién de niveles de glucosa en sangre normales o aceptables.

La presente invencién también se refiere a un método para prolongar la duracién de la exposicién a la insulina glargina
en el tratamiento de la Diabetes Mellitus de Tipo | y Tipo Il en un paciente que comprende administrar a dicho paciente
la formulacion farmacéutica acuosa de la presente invencion. Entre los intervalos de concentracion divulgados se
prefiere una concentracién de 300 U/mL. Ademas, la formulacién farmacéutica acuosa también puede comprender m-
cresol, glicerol, polisorbato 20 y sodio y mezclas de los mismos en los intervalos descritos en el presente documento
en relacién con la formulacién farmacéutica acuosa de la presente invenciéon. En una realizacién preferida, la
formulacién farmacéutica acuosa también comprende de 0,1 pg a 10 pg de lixisenatida por U de insulina glargina.

La presente invencién también se refiere a un método para reducir la incidencia de hipoglucemia en el tratamiento de
la Diabetes Mellitus de Tipo |y Tipo Il en un paciente con insulina glargina que comprende administrar a dicho paciente
la formulacion farmacéutica acuosa de la presente invencion. Entre los diversos intervalos de concentracién divulgados
se prefiere una concentraciéon de 300 U/mL. Ademas, la formulacion farmacéutica acuosa también puede comprender
m-cresol, glicerol, polisorbato 20 y sodio y mezclas de los mismos en los intervalos descritos en el presente documento
en relacién con la formulacién farmacéutica acuosa de la presente invenciéon. En una realizacién preferida, la
formulacién farmacéutica acuosa también comprende de 0,1 pg a 10 pg de lixisenatida por U de insulina glargina.

La presente invencion también se refiere a un método para proporcionar una insulina basal de accién prolongada sin
picos en el tratamiento de la Diabetes Mellitus de Tipo | o Tipo Il en un paciente con insulina glargina que comprende
administrar a dicho paciente la formulacién farmacéutica acuosa de la presente invencién. Entre los intervalos de
concentracién divulgados se prefiere una concentracion de 300 U/mL. Ademas, la formulacién farmacéutica acuosa
también puede comprender m-cresol, glicerol, polisorbato 20 y sodio y mezclas de los mismos en los intervalos
descritos en el presente documento en relacién con la formulacion farmacéutica acuosa de la presente invencion. En
una realizacion preferida, la formulacién farmacéutica acuosa también comprende de 0,1 pg a 10 pg de lixisenatida
por U de insulina glargina.

Uso de una formulacién acuosa de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores en el tratamiento de la Diabetes
Mellitus de Tipo 1 y la Diabetes Mellitus de Tipo 2.

Ejemplo 1: Descripcion del protocolo

Este estudio fue un estudio cruzado de 2-secuencias, 2-tratamientos, cuatro periodos, disefio simple ciego, controlado,
aleatorio y de un solo centro, realizado en sujetos sanos con seis visitas:

Visita 1: Seleccion (SCR)
Visita 2 a 5, Periodo (P) 1-4: Tratamiento, periodo de pinzamiento euglucémico
Visita 6: Final de estudio (EOS)

Los sujetos recibieron dosis subcutaneas individuales de 0,4 U/kg de insulina glargina U100 e insulina glargina U300
de forma alterna, inyectadas en dos sitios opuestos del area periumbilical (izquierda, derecha, izquierda, derecha) en
cuatro dias diferentes. La medicacién de estudio se administré6 con una repeticion de tratamiento Ry T en 2
secuencias, RTTR o TRRT en P1 a P4. Los dias de dosificaciéon se separaron por un periodo de eliminacién de 4 a 18
dias.

R: 0,4 U/kg de peso corporal de insulina glargina U100 (formulacién comercial; Referencia)

T: 0,4 U/kg de peso corporal de insulina glargina U300 (Ensayo)
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El P1 debe realizarse no mas de 3 a 21 dias después de la SCR. La visita EOS debe tener lugar entre 4 y 14 dias
después de P4.

Durante P1 a P4, los sujetos se conectaron a un Biostator para la medicion de la glucosa en sangre y el ajuste de la
velocidad de infusion de glucosa. Los niveles de glucosa en sangre y la velocidad de infusién de glucosa (GIR) se
monitorizaron durante 90 minutos (periodo basal) antes de la inyeccién subcutanea de la medicacién de estudio y
durante 30 horas después de la administracién de la medicacién de estudio. Se comenz6 la infusion de solucién de
glucosa al 20% para mantener los niveles sanguineos de glucosa al 5% por debajo del nivel de glucosa en sangre en
ayunas individual, determinado como la media de los 3 valores de glucosa en sangre en ayunas medidos 60, 30y 5
minutos antes de la administracién de la medicacién del estudio. Se obtuvieron perfiles de GIR. Se tomaron muestras
de sangre a tiempos predeterminados durante el periodo de pinzamiento euglucémico para la determinacion de las
concentraciones en suero de insulina glargina. Con la excepcion de agua corriente, los sujetos se mantuvieron en
ayunas durante el periodo de pinzamiento de glucosa.

Se esperaba que la duracion de este estudio para un individuo fuera de hasta 13 semanas entre la SCR vy la visita
EOS.

El protocolo se presenté a comités de ética independientes y/o consejos de revision institucionales para su revisién y
para conseguir la aprobacién por escrito. El protocolo cumplia con las recomendaciones del 18° Congreso Mundial del
Cuidado de la Salud (Helsinki, 1964) y todas las enmiendas aplicables. El protocolo también cumplié las leyes y la
normativa, asi como cualquier directriz aplicable, de Alemania, donde se realiz6 el estudio. Se obtuvo el consentimiento
informado antes de realizar cualquier procedimiento relacionado con el estudio.

Ejemplo 2: Seleccion de sujetos

Se planed tratar veinticuatro (24) sujetos sanos para tener 20 individuos con datos completos.
Para la inclusién en el estudio se consideraron sujetos que cumplian todos los siguientes criterios:
Demografia

. Sujetos de cualquier sexo con edades comprendidas entre los 18 y los 50 afios;

. Peso corporal entre 50 kg y 110 kg y el indice de masa corporal entre 18 y 28 kg/m?;

Estado de Salud

. Certificado como sano después de una evaluacioén clinica exhaustiva (historia médica detallada y examen fisico
completo);

. No fumador durante al menos 3 meses;

. Electrocardiograma de 12 derivaciones, y signos vitales a menos que el Investigador considere que una anomalia
es clinicamente irrelevante;

o] Signos vitales normales después de 5 minutos de reposo en posicién supina:
95 mmHg < presién sanguinea sistolica < 140 mmHg;
45 mmHg < presion sanguinea diastélica < 90 mmHg;
40 Ipm < ritmo cardiaco < 100 Ipm;
o) ECG de 12 derivaciones normal; 120 ms < PR < 220 ms, QRS < 120 ms, QTc <430 ms
(para mujeres: QTc < 450 ms);

. Parametros de laboratorio dentro del intervalo normal a menos que el Investigador considere que una anomalia
es clinicamente irrelevante para sujetos sanos; sin embargo, la creatinina en suero y las enzimas hepaticas (AST,
ALT) deben estar estrictamente por debajo del limite superior del laboratorio;

. Control metaboélico normal definido como glucosa en suero en ayunas (< 100 mg/dl) y hemoglobina glicosilada
(HbA1C < 6,1%).

. Los sujetos no deben usar de forma regular terapias con farmacos de prescripcion, durante al menos las cuatro
(4) semanas previas a la participacion en el estudio;

Obligaciones para Sujetos del Sexo Femenino

. Los sujetos del sexo femenino en edad fértil (definidos como mujeres pre-menopausicas y no esterilizadas
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quirdrgicamente o post-menopausicas desde hace menos de 2 afios) y sexualmente activos deben poner en
practica un control de natalidad adecuado. Un control de la natalidad adecuado se define como un método
anticonceptivo altamente eficaz (indice de Pearl < 1%) tal como implantes, inyectables, anticonceptivos orales
combinados o DIU (dispositivos intrauterinos) hormonales. Post-menopausico para los fines de este ensayo
clinico incluye: amenorrea durante 2 o mas afios o estéril quirdrgicamente;

Los sujetos del sexo femenino deben someterse a un ensayo de embarazo de gonadotropina coriénica humana
beta en orina (beta-HCG) y dar un resultado negativo durante la seleccién previa al estudio, y antes del primer
pinzamiento;

Regulaciones

Haber dado un consentimiento informado por escrito antes de cualquier procedimiento relacionado con el estudio;

Estar cubierto por un Sistema de Seguro Médico y/o en conformidad con las recomendaciones de la Ley Nacional
en vigor en relacién con la investigacion biomédica;

No estar bajo ninguna supervisidon administrativa o legal

Los sujetos que presenten cualquiera de los puntos siguientes no se incluyen en el estudio:

Historia médica y estado clinico

Cualquier historia o presencia de enfermedad cardiovascular, pulmonar, gastrointestinal, hepatica, renal,
metabodlica, hematolégica, neuroldgica, psiquiatrica, sistémica, ocular o infecciosa clinicamente relevante;
cualquier enfermedad infecciosa aguda o signo de enfermedad aguda;

Presencia o historia de alergia a farmacos, o enfermedad alérgica diagnosticada y tratada por un médico;
Consumo excesivo de bebidas con bases de xantina (> 4 copas o vasos/dia);

Contraindicaciones por (de acuerdo con los intervalos normales - si el valor esta fuera del intervalo normal, el
sujeto puede incluirse si el Investigador considera clinicamente irrelevante este valor anormal):

- la historia médica/quirdrgica y examen fisico

- ensayos de laboratorio (hematologia, quimica clinica y analisis de orina con tiras reactivas)
- electrocardiograma estandar de 12 derivaciones

- presién sanguinea y ritmo cardiaco

Cualquier tratamiento en curso con farmacos prescritos o cualquier tratamiento regular con farmacos prescritos
en las 4 semanas previas a la participacion en el estudio

Sintomas de una enfermedad clinicamente significativa en los 3 meses previos al estudio, o de cualquier
enfermedad de medicina interna importante en las 4 semanas previas al estudio que, de acuerdo con la opinién
del Investigador, pudiera interferir con los fines del estudio.

Presencia o secuelas de una enfermedad u otras afecciones que se sabe que interfieren con la absorcién,
distribucién, metabolismo o excrecién de farmacos.

Historia de abuso de drogas o alcohol.

Historial de hipersensibilidad a la medicacién de estudio o a farmacos con estructuras quimicas similares.
Enfermedad fatal progresiva.

Cirugia planeada previamente durante el estudio.

Donacién de méas de 500 mL de sangre durante los 3 meses previos.

No se permitié que ningun sujeto se incluyera en este estudio mas de una vez.

Condiciones generales

Sujetos que, segun el juicio del Investigador, es probable que no presenten adherencia al tratamiento durante el
estudio, 0 son incapaces de cooperar debido a un problema de lenguaje 0 a un desarrollo mental deficiente o
debido a una afeccién mental que hace que el sujeto no pueda comprender la naturaleza, alcance y posibles
consecuencias del estudio
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. Sujeto en periodo de exclusién de un estudio previo de acuerdo con la normativa aplicable;

. El sujeto es el Investigador o cualquier Sub-Investigador, Ayudante de Investigacién, Farmacéutico, Coordinador
del Estudio u otro miembro del Personal, implicado directamente en la realizacion del protocolo;

. Recepcién de un farmaco experimental en los 30 dias previos antes de la SCR.
Estado biologico

. Reaccién positiva a cualquiera de los siguientes ensayos: antigeno HBs, anticuerpos anti-VHC, anticuerpos anti-
VIH1, anticuerpos anti-VIH2;

. Resultados positivos tras la exploracién de drogas en orina en la SCR (anfetaminas/metanfetaminas,
barbituratos, benzodiazepinas, cannabinoides, cocaina, opiaceos);

. Ensayo de alcohol en el aliento con resultado positivo
Ejemplo 3: Tratamientos

Detalles de los Tratamientos de Estudio

Cédigo de farmaco: HOES01

(Formulacién comercial Lantus® U100)
(Formulacién de insulina glargina U300)

DCl:

Insulina glargina (analogo de insulina humana Insulina glargina (analogo de insulina humana
recombinante) recombinante)

Formulacién:

Cartuchos para 3 mL de solucién U100 (1 mL contiene Cartuchos para 3 mL de solucién U300 (1 mL contiene
3,637 mg de 21A-Gly-308a-L-Arg-308b-L-Arg insulina 10,913 mg de 21A-Gly-30Ba-L-Arg-30Bb-L-Arg insulina
humana [equimolar a 100 Ul de insulina humana), 30 ug humana [equimolar a 300 Ul de insulina humana], 90

de cing, 2,7 mg de m-cresol, 20 mg de glicerol al 85%, HCI | ug de cinc, 2,7 mg de m-cresol, 20 mg de glicerol al
y NaOH hasta pH 4,0; gravedad especifica 1,004 g/mL). 85%, HCl y NaOH hasta pH 4,0; gravedad especifica

1,006 g/ml).
Dosis/via de administracién
0,4 U/kg de peso corporal; una sola inyeccién s.c. en el 0,4 U/kg de peso corporal; una sola inyeccién s.c. en el
abdomen periumbilical después de una noche en ayunas abdomen periumbilical después de una noche en
ayunas
Fabricante: Sanofi-Aventis Deutschland GmbH Fabricante: Sanofi-Aventis Deutschland GmbH

Célculo de la Dosis para la formulacién de Lantus®/insulina glargina

Para calcular la cantidad de insulina glargina administrada para cada sujeto (0,4 U/kg), el peso corporal (en kg) se
determino con un decimal y la cantidad de insulina calculada se redondeé hacia arriba o hacia abajo al numero entero
mas proximo como se muestra en los siguientes ejemplos: un sujeto con un peso corporal de 75,3 kg recibié 30 U de
insulina (75,3 x 0,4 = 30,12 que se redondea hacia abajo a 30); un sujeto con un peso corporal de 74,4 kg recibié 30
U de insulina (74,4 x 0,4 = 29,76, que se redondea hacia arriba a 30). El peso corporal registrado durante el Dia 1 del
Periodo 1 se us6 para el calculo de la dosis de medicacion de estudio para los Periodos 2, 3 y 4, a menos que el peso
corporal cambiara mas de 2 kg en comparacioén con el Periodo 1.

La cantidad en Unidades fue la misma para la insulina glargina U100 y la insulina glargina U300. Esta gravedad
especifica es igual para los dos productos farmacéuticos. Sin embargo, dada la concentracion tres veces mayor de
insulina glargina en la insulina glargina U300 en comparacion con la insulina glargina U100, el volumen a inyectar vy,
por lo tanto, el peso fue 1/3 para la insulina glargina U300. Las jeringas que proporcionaban la dosis individual se
prepararon en peso. El peso neto se documento6 sélo en la documentacion fuente del Investigador.

Calculo y Preparacion de la Dosis para Infusiones
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Tabla 1 - Preparacion de infusién

Codigo de DCI Formulacién Fabricante Dosis/Via de
Farmaco administracién
Glucosa Glucosa solucion al 20% Certificado, seleccionado infusion iv

para infusién por PROFIL
Heparina Soédica Heparina Vial que contiene  Certificado, seleccionado infusién iv
Intramed 5 ml de solucion por PROFIL
(5000 Ul/ml)
Cloruro Sédico al Cloruro Sédico Solucién Certificado, seleccionado infusion iv
0,9% por PROFIL

Soluciéon de glucosa: se infundié solucién de glucosa al 20% con el Biostator para mantener la glucosa en sangre
individual de los sujetos al nivel diana determinado. Una segunda bomba de infusién (parte del Biostator) suministro
solucién de cloruro sodico al 0,9% para mantener la via patente. En caso de que fuera necesario que la cantidad de
solucién de glucosa al 20% excediera la capacidad de infusion del Biostator, se acoplé una segunda bomba de infusién
de glucosa.

Heparina: se infundieron 10000 Ul de heparina en 100 mL de solucién de cloruro sédico al 0,9% en el catéter de doble
lumen a una velocidad de aproximadamente 2 mL/h para mantenerlo patente para la medicién de glucosa en sangre
por el Biostator.

Descripcion de los métodos de disefio ciego:

Este fue un estudio simple ciego. Los diferentes volimenes de inyeccion impiden el desconocimiento de la medicacion.
La inyeccion se realizé por una persona médica autorizada no implicada de otra manera en el estudio. El Investigador
tenia acceso al codigo de aleatorizacion.

Método para asignar los sujetos al grupo de tratamiento

La medicacién de estudios se administré s6lo a sujetos incluidos en este estudio siguiendo los procedimientos
expuestos en el protocolo de estudio clinico.

Se generd un programa de aleatorizacién, que asocio los nimeros de aleatorizacion, estratificados por sexo, a las
secuencias de tratamiento de las dos formulaciones de Lantus® a inyectar en P1 a P4.

En la mafiana del Dia 1 del Periodo 1, en cuanto el Investigador confirmé que los sujetos cumplian los criterios
especificados en el protocolo, los sujetos elegibles se aleatorizaron por el centro. El nimero de aleatorizacion se
asigné al nimero de sujeto posteriormente en el orden en el que se habia confirmado la elegibilidad de los sujetos
antes de P1. El primer sujeto para una cualificacién de estrato de sexo después de la SCR recibié el primer nimero
de aleatorizacion para el estrato de sexo apropiado. El siguiente sujeto que se cualifica dentro de un estrato recibio el
siguiente numero de aleatorizacién dentro del estrato. El nimero de aleatorizaciéon se usé como numero de kit de
tratamiento para asignar el kit de tratamiento al sujeto. Cada sujeto recibi6 la medicacion de estudio que llevaba el
numero de kit de tratamiento que se le habia asignado. El kit de tratamiento que contenia la informacion general del
IP, nimero de kit de tratamiento, nimero de periodo, un campo para escribir el nimero del sujeto en la caja del envase,
y declaraciones adicionales requeridas por la normativa local.

Los sujetos que interrumpieron permanentemente el estudio conservaron el numero de sujeto y el nimero de
aleatorizacion, si ya se les habia dado.

Envase y etiquetado

La medicacién de estudio se envasd por Sanofis-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt am Main, Alemania, de
acuerdo con el plan de aleatorizacion. Los cartuchos que contenian la medicacién de estudio y las cajas en las que se
envasaron tenian una etiqueta con el nimero de estudio, el nimero de aleatorizacién, el nimero de lote, las
condiciones de almacenamiento, el Patrocinador y el nimero de P.

Los suministros de medicacién de estudio se recibieron en una remesa. Todos los recipientes tenian etiquetas de
formato idéntico. Ademas, se suministrd 1 serie de etiquetas para jeringas. La medicacion de estudio y la medicacién
de reserva se almacenaron en neveras diferentes.

Antes de la administracion de la medicacion de estudio, el Farmacéutico o la persona designada por él preparo las
jeringas con la medicaciéon de estudio apropiada y etiquetd la jeringa con el nimero del sujeto, el nimero de
aleatorizacion y el periodo apropiado de acuerdo con los recipientes de medicacion de estudio.
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El contenido de la etiqueta estaba de acuerdo con las especificaciones y requisitos reguladores locales.
Condiciones de almacenamiento

La medicacion de estudio se almacend protegida de la luz a una temperatura de +2 °C a +8 °C. Se impidi6 que la
medicacion de estudio se congelara. Durante la preparacion, no fue necesario que la medicacion estuviera protegida
de la luz.

Se almacenaron muestras de reserva (300 cartuchos Lantus® U100 y 300 cartuchos de insulina glargina U 300) en las
mismas condiciones seguras a nivel del centro de estudio.

Ejemplo 4: Evaluacién del producto de investigacion
Actividad o farmacodindmica

El modo de accién es la estimulacion de los receptores de insulina por la insulina glargina. La captacién de glucosa
periférica posterior y la supresion de la produccién de glucosa enddgena constituyen los efectos glucodinamicos que
producen una reduccién en la concentracién de glucosa en sangre. La utilizacién de glucosa resultante se caracteriza
mejor por la medida de glucosa necesaria para mantener constante la concentracion de glucosa en sangre.

Para evaluar la cantidad de glucosa necesaria para mantener las concentraciones de glucosa en sangre a 5% por
debajo del nivel basal después de la inyeccién de insulina glargina, se emple6 la técnica de pinzamiento euglucémico.

Métodos de Evaluacién Clinica

Se realiz6 una determinacién de la glucosa en sangre online por el Biostator (Life Sciences instruments, Elkhart, IN,
USA) empleando el método de glucosa oxidasa.

La glucosa en sangre offsite se determindé con un analizador de glucosa Super GL usando también el método de
glucosa oxidasa.

Variables/Criterios de Valoracién Farmacodinamicos

La cantidad de glucosa utilizada por unidad (dosis) de insulina inyectada por via subcutanea es una medida del efecto
glucodinamico.

La velocidad de infusién de glucosa (GIR) registrada continuamente es un reflejo del perfil de accién en el tiempo de
la insulina inyectada.

Variable/Criterio de Valoracion Primario

La variable farmacodinamica primaria es el area bajo la curva de velocidad de infusién de glucosa frente al tiempo en
24 horas [GIR-AUCo-24n (Mmg.kg™)].

Variable/Criterio de Valoracién Secundario

La variable farmacodinamica secundaria es el tiempo hasta 50% GIR-AUCo-24n [Ts0% - GIR-AUC0-24n) (h}].
Farmacocinética

Tiempos de Muestreo

Las muestras de sangre para la evaluacion de las concentraciones en suero de insulina glargina y péptido C se
tomaron 1 hora, 30 min e inmediatamente antes de la inyeccidon subcutanea de la medicacion de estudio, y
posteriormente 30 min, 1 hora, 2 horas y después cada dos horas hasta 24 horas, y 30 horas después de la inyeccion.

La numeracion de las muestras de insulina glargina fue P00, P01, P02, P03, P04, etc., la numeracién de muestras de
péptido C fue C00, CO1, C02, C03, C04, etc. (véase también el diagrama de flujo del estudio).

Numero de Muestreo Farmacocinético

Se tomaron un minimo de 18 muestras por visita de pinzamiento (P1 a P4). En total, se tomaron 72 muestras por
sujeto.

Procedimiento de Manipulacion PK

El tiempo exacto de recogida de muestras debe registrarse en el CRF. Se han usado procedimientos especiales para
el almacenamiento y transporte de muestras farmacocinéticas (insulina glargina, péptido C).

Método Bioanalitico
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El bioanalisis se realiz6 usando como base los requisitos de la Buena Practica de Laboratorio (GLP) aplicables a este
tipo de estudio, identificados en la OECD Principles of Good Laboratory Practice (revisado en 1997), ENV/MC/CHEM
(98)17 y la normativa de la GLP aplicable al pais local.

Como no se dispone de muestras de reserva, se da prioridad a la determinacién de la insulina glargina.
Insulina Glargina

Las concentraciones en suero de insulina glargina se determinaron usando un radioinmunoensayo (RIA) para insulina
humana (Kit RIA de Insulina, ADALTIS, Italia) calibrado para insulina glargina. Kit REF 10624.

El limite inferior de cuantificacién (LLOQ) para este ensayo fue 4,92 pU/ml.
Péptido C

Las concentraciones en suero de péptido C se determinaron usando un radioinmunoensayo (RIA) para el péptido C
(kit RIA del péptido C, ADALTIS, Italia). Kit REF péptido C 10282. El limite inferior de cuantificacion (LLOQ) fue 0,090
nmol/l.

Resumen del Método Bioanalitico

Analito insulina, péptido C

Matriz suero

Técnica Analitica RIA

Limite inferior de cuantificaciéon 4,92 uU/mL de insulina; 0,090 nmol/L de péptido C

Volumen de ensayo 100 pL para insulina; 100 pL para péptido C

Referencia del Método Adaltis S.p.A. ltalia; Kit REF 10624 Insulina (Método N° 435VAL02) y Kit

REF péptido C 10282 (Método N2 DMPK/FRA/2003-0002)
Variables/Criterios de Valoracién Farmacocinéticos

La curva de concentracién de insulina glargina frente al tiempo fue una medida de la exposicién sistémica a la insulina
del IP inyectado por via subcutanea.

Variable/Criterio de Valoracion Primario

La variable farmacocinética primaria fue el area bajo la curva de concentracion en suero de insulina glargina frente al
tiempo [INS-AUCo-24n (uU.h.mL"].

Variable/Criterio de Valoracién Secundario
La variable farmacocinética secundaria fue el tiempo hasta 50% INS-AUCo-24n [Ts0% - INS-AUC 0-24n) (h}].

Volumen de sangre muestreado

Volumen de sangre muestreado

Obtencién de Sangre/Genotipificacion 0 mL

Hematologia/Quimica clinica/Serologia (20 + 12 ml) 32mL
RBC, Hb, Hct (2x2 ml) opcional 4 mL

Glucosa en sangre (2 ml/hx32x4) 256 mL
Glucosa en sangre (0,3 mix4x34) 41 mL
Insulina glargina PK (3,5 mix18x4) 252 mL
Total 585 mL

Medidas para proteger el disefio ciego del ensayo

Este fue un ensayo simple ciego. Las determinaciones bioanaliticas se realizaron después de finalizar la fase clinica.
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El codigo de tratamientos se conocia para notificar cualquier Acontecimiento Adverso Grave (SAE) inesperado y
asociado de forma razonable con el uso del IP de acuerdo con el criterio del Investigador y/o el Patrocinador.

Ejemplo 5: Procedimientos de Estudio
Programa de Visitas
Procedimientos de Seleccion

Los registros médicos de cada sujeto potencial se comprobaron antes de iniciar el estudio para determinar la
elegibilidad para la participacién. Los sujetos permanecieron en ayunas (con la excepcion de agua) durante las 10
horas previas al examen de seleccién en la SCR.

Se evaluaron los siguientes puntos/examenes:
. Edad y raza

. Examen fisico (incluyendo el sistema cardiovascular, térax y pulmones, tiroides, abdomen, sistema nervioso, piel
y mucosas y sistema musculoesquelético).

. Historia médica y quirdrgica relevante (s6lo se documentaran los descubrimientos relevantes para el estudio).
. Antropométrica: altura y peso, calculo del IMC [peso en kg.(altura en m)2].

. Presion sanguinea y ritmo cardiaco (después de 5 min en posicién supina y 3 min en posicién vertical).

. Temperatura corporal central (timpanica).

. ECG estandar de 12 derivaciones.

. Estado de hematologia, quimica clinica y analisis de orina (por tira reactiva).

. Estado de coagulacién (INR, aPPT).

. Exploracién de drogas en orina.

. Exploracién de alcohol (analizador en el aliento).

. Control metabdlico normal definido como glucosa en sangre en ayunas (s 100 mg.dL™) y hemoglobina glicosilada
(HbA1c = 6,1%).

. Ensayo de hepatitis B/C y VIH

En caso de que el sujeto falle la seleccién, todos los datos obtenidos en la SCR, incluyendo los resultados de
laboratorio de los ensayos de seleccién, estan disponibles en el registro médico del sujeto.

Descripcion por Tipo de Visita
Periodo(s)

Cada periodo de estudio (P1 a P4) dur6 2 dias, Dia 1 y Dia 2. El Dia 1 fue el dia de inicio del pinzamiento euglucémico
y la administracién de la medicacién de estudio. El Dia 2 fue el dia de la finalizacion del pinzamiento euglucémico, que
dur6 30 horas después de la administracion de la medicacion de estudio. Hubo un periodo de eliminacién de 4 - 18
dias entre los periodos de estudio (P1 - P4). No se permitio ninguna actividad fatigosa (por ejemplo, montar en bicicleta
de montafia, trabajar intensamente en el jardin, etc.) en los 2 dias previos a cada administracion de la medicacién de
estudio. No se permitié el consumo de bebidas alcohdlicas, zumo de pomelo y bebidas estimulantes que contuvieran
derivados de xantina (té, chocolate, café, bebidas de tipo Coke™, etc.) y pomelo durante las 24 horas previas a la
finalizacién del pinzamiento euglucémico. Los sujetos permanecieron en ayunas (con la excepcion de agua) durante
10 horas antes del Dia 1 de cada periodo de estudio (P1 a P4) y permanecieron en ayunas (con la excepcion de agua)
hasta la finalizacion del pinzamiento euglucémico. Los sujetos tuvieron que permanecer en la clinica durante
aproximadamente 32 horas en cada visita de pinzamiento.

La mafiana del Dia 1 del Periodo 1, se asigné al sujeto el nimero de sujeto de 9 digitos, empezando con 276001001.
El siguiente sujeto cualificado para pasar la SCR recibi6é el numero de sujeto 276001002, etc. El primer sujeto recibid
el numero de aleatorizacioén 101. El siguiente sujeto cualificado recibié el nimero de aleatorizacién 102.

Se pidi6 a los sujetos que se aseguraran de que no habian experimentado cambios clinicamente significativos en su
estado fisico y habian seguido las restricciones generales y dietéticas definidas en el protocolo desde los periodos
previos. La violacion del criterio de estudio excluyé a los sujetos de la participacion en el estudio. Dependiendo del
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tipo de violacion, el sujeto se podria excluir sélo del periodo particular, permitiendo una reprogramacion del dia de
estudio. Cualquier violacién del protocolo se analizé con el Patrocinador en una base de caso por caso de antemano.

Cualquier cambio en el estado de salud de los sujetos desde el ultimo periodo se notificd en el registro médico del
sujeto (fuente) y el CRF.

La presion sanguinea, el ritmo cardiaco y la temperatura corporal central (timpanica) se registraron en posicién supina
después de al menos 5 minutos de reposo la mafiana del Dia 1, antes y después de los procedimientos de pinzamiento
30 horas después de la administracién de cada medicacion de estudio (Dia 2). El peso corporal, la exploracién de
alcohol y los niveles de RBC, Hb, HcT (s6lo antes del periodo de pinzamiento de P3 y P4) se evaluaron Unicamente
antes de empezar el pinzamiento en la mafiana del Dia 1.

El Dia 1 de cada periodo, los sujetos se admitieron en la clinica a las 6:30 am. Después de pasar los examenes
descritos anteriormente, los sujetos se prepararon con tres vias venosas. Se puso una canula en una vena dorsal de
la mano o una vena lateral de la mufieca del brazo izquierdo de forma retrégrada y se conecté a un Biostator (Life
Sciences Instruments, Elkhart, IN, USA) para extraer de forma continua sangre venosa arterializada para la
determinacion de la glucosa en sangre. Para conseguir la arterializacién de la mano izquierda, se puso en una “Hot-
Box” a aproximadamente 55 °C. Se puso una segunda via venosa en la vena antecubital del brazo izquierdo y se us6
para recoger muestras para la determinacién de la insulina glargina en suero y la determinacién de la glucosa en
sangre de referencia. Se puso una canula en una tercera vena en el antebrazo contralateral, que permitia la infusién
de solucion de glucosa al 20% y solucién salina al 0,9% con el Biostator.

El Biostator determiné los niveles sanguineos de glucosa y ajusté la velocidad de infusién de glucosa para mantener
los niveles de glucosa en sangre a 5% por debajo de la glucosa en sangre en ayunas individual, determinada como la
media de los tres valores de glucosa en sangre en ayunas medidos 60, 30 y 5 minutos antes de la administracion de
la medicacion de estudio. Se tomaron muestras adicionales de sangre de 0,3 ml para la determinacién de la glucosa
en sangre 60, 30 y 5 minutos antes de la administracion de la medicacion de estudio para comprobar frente a una
referencia de laboratorio basandose en el método de glucosa oxidasa.

A aproximadamente las 09:00 am, se inyect6 insulina glargina U100 (formulaciéon comercial) o insulina glargina U300
en el area periumbilical al lado del ombligo a una distancia de 5 cm (izquierda, derecha, izquierda, derecha) usando
una técnica estandarizada de plegamiento de piel. Se usaron jeringas de insulina U100 (fabricante: Beckton &
Dickinson) con un volumen de 0,5 ml con una aguja de 0,30 x 8 mm (30G).

La medicacién de estudio se etiqueté con su numero de kit de tratamiento respectivo, el nimero de sujeto (a
documentar en la caja de envase después de la aleatorizacion) y el nimero de Periodo (véase la Seccién 8.5 Envasado
y Etiquetado).

Después de la administracion de la medicacion de estudio, se comenz6 la infusion de solucién de glucosa al 20% a
una velocidad variable una vez que el nivel de glucosa en sangre se redujo 5% desde el nivel de ayunas individual,
para mantener ese nivel. La duracion del periodo de pinzamiento fue de 30 horas. La velocidad de liberacién de glucosa
se ajusto por el Biostator en respuesta a los cambios en la glucosa en sangre a intervalos de un minuto usando un
algoritmo predefinido. Los valores de glucosa en sangre del Biostator se comprobaron frente a una referencia de
laboratorio basandose en el método de glucosa oxidasa a intervalos de 30 minutos para el pinzamiento entero. Cuando
fue necesario, el Biostator se recalibré de acuerdo con los resultados del método de referencia de laboratorio. Los
sujetos permanecieron en posicién supina durante el periodo de pinzamiento.

Se tomaron muestras de sangre para la determinacién de las concentraciones en suero de insulina glargina y péptido
C 1 hora, 30 min e inmediatamente antes de la medicacién y, posteriormente, 30 min, 1 hora, 2 horas y después cada
2 horas hasta 24 horas, y 30 horas después de la administracion de la medicaciéon de estudio.

El dia 2 de cada periodo de estudio (P1 a P4), se sirvié una comida después de completar el pinzamiento euglucémico.
Se registraron la presién sanguinea, el ritmo cardiaco y la temperatura corporal central (timpanica), y se tomé una
muestra para determinar la glucosa en sangre. Los sujetos salieron de la clinica después de haber asegurado su
seguridad por el Investigador.

Los sitios de inyeccién se observaron durante el periodo entero de pinzamiento. Cualquier cambio en el estado de
salud de los sujetos se notifico en el registro médico del sujeto (fuente) y el CRF.

Hematologia de Seguridad

Se analizaron los niveles de RBC, Hb y Hct en P3 para determinar si se iba a producir anemia en P4. Si el resultado
era positivo, el intervalo entre P3 y P4 se prolongaba hasta el maximo permitido de 18 dias y se realizaba una
evaluacién adicional de RBC, Hb y Hct antes del P4.

Procedimientos de Alta

Los sujetos volvieron para una visita EOS entre 4 y 14 dias después del P4. Los sujetos permanecieron en ayunas

14



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 690 302 T5

(con la excepcién de agua) durante 10 horas. Cualquier cambio en el estado de salud de los sujetos desde el Gltimo
periodo se notificé en los registros médicos del sujeto (fuente) y el CRF.

Se evaluaron los siguientes puntos/examenes:

Examen fisico (incluyendo sistema cardiovascular, térax y pulmones, tiroides, abdomen, sistema nervioso, piel y
mucosas y sistema musculoesquelético).

Peso.

Presion sanguinea y ritmo cardiaco (después de 5 min en posicion supina)
Temperatura corporal central (timpanica)

ECG estandar de 12 derivaciones

Estado hematolégico, quimica clinica y analisis de orina (con tiras reactivas)

Ensayo de 0-HCG en orina (s6lo para mujeres)

Los sujetos recibieron el alta el Dia 2 de cada periodo, después de una revisién completa por el Investigador de los
datos de seguridad disponibles.

Programa de Recogida de Muestras Biologicas

Sangre

SCR (Seleccion):

Hematologia, Quimica Clinica, HbA1c, Serologia (ensayo de Hepatitis B/C, ensayo de VIH): se recogieron
aproximadamente 20 mL de sangre.

P1 a P4 (Dia1y2):
Glucosa en sangre

El Biostator midié automaticamente la glucosa en sangre a intervalos de un minuto durante todo el periodo de
pinzamiento, incluyendo el periodo previo a la medicacion de estudio. El volumen de sangre necesario por el
Biostator fue de 2 mL.h-'. Se necesité un volumen de sangre estimado de 252 mL para las lecturas de glucosa con
el Biostator para los cuatro periodos. Se recogieron muestras de sangre (0,3 mL) para comprobar los valores de
glucosa en sangre del Biostator 60, 30, 5 y 0 minutos antes de la dosificacion y a intervalos de 30 minutos después
de la dosificacion hasta el final de pinzamiento (30 horas). Se recogié un volumen de sangre estimado de 41 mL
durante los cuatro periodos.

Concentraciones de insulina glargina y péptido C en suero

Se recogieron muestras de sangre venosa (3,5 mL) 1 hora, 30 min e inmediatamente antes de la dosificacion, 30
min, 1 hora, 2 horas y después cada dos horas hasta 24 horas, y 30 horas después de la dosificacion. Se recogi
un volumen de sangre estimado de 252 mL para los cuatro periodos. Se dio prioridad a la determinacién de la
insulina glargina. Sélo se usaron muestras de reserva para la determinacién de la concentracion de péptico C.

RBC, Hb, Hct

Se recogi6 sangre venosa antes de comenzar el periodo de pinzamiento 3 y 4. Se recogieron aproximadamente 4
mL de sangre para los dos periodos.

Visita de Final de estudio (EOS)

Hematologia, Quimica Clinica: se recogieron aproximadamente 12 mL de sangre.

Ensayo de 0-HCG en orina (s6lo para mujeres)

Volumen total de Sangre SCR - EOS:

En total, se recogieron aproximadamente 585 mL de sangre para cada sujeto durante el estudio entero.

Orina

Se realizaron exploraciones cualitativas de farmacos en orina en la SCR y EOS. Las exploraciones de farmacos en
orina consisten en anfetaminas/metanfetaminas, barbituratos, benzodiazepinas, cannabinoides, cocaina y opiaceos.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 690 302 T5

Se realizaron analisis de orina de seguridad cualitativos con tiras reactivas en la SCR y EOS. El analisis de orina de
seguridad consiste en un analisis de: pH, proteinas, glucosa, sangre, eritrocitos, leucocitos, bilirrubina, urobilinégeno,
cetona, gravedad especifica y nitrito.

Programa de Medicion para otras Variables del Estudio
Se realizé un examen fisico en la SCR y EOS.

Se tomo la temperatura corporal central (timpanica) en SCR, en P1 a P4 antes y después del periodo de pinzamiento,
y en ESO.

La presion sanguinea y el ritmo cardiaco se midieron después de aproximadamente 5 minutos de reposo en posicién
supina, y también después de 3 minutos en posicion vertical en la SCR y ESO. En P1 a P4 se registraron la presion
sanguineay el ritmo cardiaco en posicidén supina después de al menos 5 minutos antes de empezar los procedimientos
de pinzamiento la mafiana del dia 1, y después de finalizar los procedimientos de pinzamiento 30 horas después de
la administracién de cada medicacién de estudio (dia 2).

Se registraron electrocardiogramas (estandar, de 12 derivaciones) en la SCR y ESQO. En la SCR se midieron el peso
corporal y la altura. El peso corporal se registré la mafiana del Dia 1 de P1 a P4 (antes de la administracion de la
medicacion estudio) y en ESO.

La exploracion de alcohol (etanol, analizador en el aliento) se realiz6é en la SCR y EQOS, y la mafiana del Dia 1 de P1
a P4 (antes de la administracién de la medicacion de estudio.

Restriccion (Restricciones) del Estudio

Desde el Dia -1 por la tarde (P1 a P4) y a lo largo de todos los Periodos (dias de pinzamiento), los sujetos no podian
beber alcohol, té, café, citricos o bebidas de cola, ni fumar. También se prohibié comer frutos citricos a lo largo del
estudio. Se pidi6 a los sujetos que siguieran un estilo de vida estable a lo largo de la duracién del ensayo, hasta el
ultimo control, sin actividad fisica intensa.

Definicién de los datos fuente

Todas las evaluaciones indicadas a continuacion que se presentan en el CRF se confirmaron por documentacion
fuente identificada firmada de manera apropiada, relacionada con:

* identificacion del sujeto, historia médica;

s examen clinico, signos vitales, peso corporal y altura;
e gvaluaciones de laboratorio, ECG;

s puntos de tiempo farmacocinéticos;

o fechas y horas de visitas y evaluaciones;

s fechas y horas de administracion y sitio de inyeccion;
e AE;

¢ duracion de pinzamiento (horas de inicio y finalizacién)
e Otros

El CRF se considerd documentacion fuerte para otros puntos.
Ejemplo 6: Consideraciones estadisticas

Este ejemplo proporciona informacion del plan de analisis estadistico del estudio. Se traz6 un plan de analisis
estadistico antes de la inclusién de los sujetos.

Determinacién del tamafio de la muestra
El parametro primario para el cual se realiz6 el calculo del tamafio de la muestra fue INS-AUC g-24h).

Para este calculo de tamafio de la muestra, se consideraron varias SDgenro dentro del sujeto de INS-AUC0-24n)
transformado en logaritmo natural entre 0,125 y 0,225. Se usé método de calculo del tamafio de la muestra para una
estrategia de bioequivalencia media para un disefio cruzado de 4 periodos, 2 tratamientos, 2 secuencias. Si el valor
de IC 90% para la relacion de formulacion estaba contenido totalmente dentro de [0,80-1,25], entonces se concluyé
bioequivalencia para el parametro.
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El HOE901/1022 del estudio fue la base para las suposiciones de variabilidad. Basandose en el analisis estadistico
del HOE901/1022 del estudio, podia esperarse un valor de 0,175 para la desviacion tipica dentro del sujeto (SDdentro)
en la escala transformada en logaritmos naturales.

La tabla presentada a continuacién indica el nimero de sujetos necesario para demostrar bioequivalencia media de la
relacion de medias geométricas ajustadas (formulacién de ensayo frente a referencia) usando el intervalo de referencia
de bioequivalencia: [0,80-1,25], suponiendo una relacién verdadera entre 0,85 y 1,15 con una potencia de 90%.

Tabla 2 - NUmero total requerido de sujetos para conseguir una potencia de al menos 90%

SD (dentro) a escala logaritmica natural

0,125 0,15 0,175 0,2 0,225

Relacion verdadera supuesta N N N N N
0,85 38 54 72 94 120

0,90 12 16 20 26 32

0,95 6 8 10 14 16

1,00 6 6 8 10 12

1,05 6 8 10 12 16

1,10 10 14 18 22 28

1,15 20 30 40 50 64

N = numero total de sujetos

Con este disefio, se requieren 20 sujetos (10 por secuencia) para demostrar la equivalencia de las dos formulaciones
de insulina glargina, con una potencia de 90%, permitiendo una relacién verdadera de 0,9, si el valor de SDgentro
verdadera en la escala logaritmica natural es 0,175.

Un nimero de 24 sujetos aleatorizados responde de los posibles casos de abandono.
Descripcion de los sujetos
Disposicion de Sujetos

Se ha generado un resumen detallado de la contabilidad de los sujetos, incluyendo el nimero de sujetos incluidos,
aleatorizados, expuestos (es decir, que recibieron cualquier cantidad de medicacion de estudio), que completaron el
estudio (es decir, sujetos que completaron todos los periodos de tratamiento del estudio), y que interrumpieron el
tratamiento, junto con las razones principales de la interrupcion, para cada secuencia y para todos los sujetos en total.

La disposicién de sujetos en la visita final se presenté en una lista que incluia el grupo de secuencia, estado de
disposicién al final del estudio con la fecha de la Gltima administracion del farmaco de estudio, fecha de la visita final
y razoén para la interrupcién. Todos los abandonos del estudio, que tuvieron lugar en o después del inicio de la
administracion de primer farmaco de estudio, se documentaron completamente en el cuerpo del informe de estudio
clinico (CSR).

Desviaciones del Protocolo

Antes del cierre de la base de datos, se examiné el cumplimiento del protocolo con respecto a los criterios de inclusiéon
y exclusién, cumplimiento del tratamiento, terapias prohibidas y tiempo y disponibilidad de evaluaciones planeadas.
Las desviaciones del protocolo se identificaron por el equipo de estudio antes de cerrar la base de datos y se
presentaron en el Informe de Revisién de Datos, incluyendo los datos que faltan y las interrupciones del IP, y se
clasificaron como desviaciones minoritarias o importantes.

Se presentaron las desviaciones individuales en los criterios de inclusion y exclusion presentadas por el Investigador.
Otras desviaciones se presentaron y/o se describieron en el cuerpo del CSR.
Poblacién de Andlisis

Poblacion a analizar
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Se presentaron los sujetos excluidos de cualquier poblacion de analisis con secuencia de tratamiento, y con razén de
la exclusién. Cualquier informacion relevante se documenté con detalle en el CSR.

En caso de sujetos que recibieron tratamientos que diferian de los asignados de acuerdo con el programa de
aleatorizacién, se realizaron analisis de acuerdo con el tratamiento recibido en lugar de analisis de acuerdo con el
tratamiento aleatorizado.

Poblaciéon Farmacocinética

Todos los sujetos sin ninguna desviacién importante relacionada con la administracion del farmaco de estudio, y para
los que se disponia de parametros PK, se incluyeron en la poblacién farmacocinética. En el caso de sujetos con perfiles
PK insuficientes en algunos pero no todos los dias de estudio, se incluyeron en el analisis parametros de los perfiles
suficientes.

Poblaciéon Farmacodinamica

Todos los sujetos sin ninguna desviacién importante relacionada con la administracion del farmaco de estudio, y para
los que se disponia de parametros PD, se incluyeron en la poblacién farmacodindmica. En el caso de sujetos con
perfiles de GIR insuficientes en algunos pero no todos los dias del estudio, se incluyeron en el analisis parametros de
los perfiles suficientes.

Poblacién de Seguridad

La evaluacion de seguridad se basé en sujetos que recibieron una dosis de farmaco de estudio (poblacién expuesta),
independientemente de la cantidad de tratamiento administrado, incluyendo los sujetos que abandonaron
prematuramente.

Caracteristicas demogréficas y basales
Caracteristicas Demograficas del Sujeto, Historia Médica y Diagnostico

Se recogieron los siguientes datos: sexo, edad en la seleccién, altura, peso y raza. El indice de masa corporal (IMC)
por sujeto se calculé a partir de los datos de peso corporal y altura:

IMC = peso corporal [kg].(altura [m])-2

Se presentaron individualmente y se resumieron todas las variables en relacién con las caracteristicas demograficas
y de fondo.

Se presentaron y se describieron individualmente las desviaciones de los criterios de inclusién relacionados con la
historia médica y el diagnostico.

Parametros Farmacodinamicos Basales
Los niveles de glucosa en sangre basales se resumieron por secuencia
Parametros de Seguridad Basales

Para las variables de seguridad, se tomé el (ltimo valor programado antes de la administracién del farmaco de estudio
dentro del periodo o dentro del estudio, lo que sea aplicable para la variable, como valor basal. Si el valor previo a la
dosificacion basal se vuelve a comprobar antes de la dosificacion, el valor que se ha vuelto a comprobar se considera
el basal y se usa en los célculos estadisticos.

Grado de exposicion al tratamiento de estudio y cumplimiento

Los detalles de la dosificacion de farmaco de estudio y la informacion complementaria se presentaron individualmente
y se resumieron cuando fue apropiado.

Medicacion/Terapia previa/concomitante

Las medicaciones/terapias (si las habia) previas y concomitantes se codificaron de acuerdo con la Lista de Referencia
de Farmacos de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO-DRL) y se presentaron individualmente

Andlisis de variables farmacodinamicas
Descripcion de Variable(s) Farmacodinamica(s)

Para conseguir comparabilidad entre los sujetos bajo la dosificacién de insulina dependiente del peso corporal, todos
los valores para GIR se dividieron por el peso corporal del sujeto en kg para el analisis. De esta manera, la GIR en lo
sucesivo siempre hace referencia a la velocidad de infusion de glucosa estandarizada para el peso corporal.
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La variable PD primaria fue:

. El area bajo la curva de infusion de glucosa estandarizada para el peso corporal frente al tiempo [GIR-AUC -
2an) (Mg-kg™")]

La variable PD secundaria fue:
. Tiempo (h) hasta 50% de GIR-AUC¢q-24ny [T%% - GIR-AUC 0-24n) (h}]
Se obtuvieron las siguientes variables PD adicionales:

. Area bajo la curva de velocidad de infusion de glucosa estandarizada para el peso corporal frente al tiempo
hasta el final del pinzamiento [GIR-AUCo-inay (Mg-kg™)]

. Areas fraccionales bajo la curva de velocidad de infusién de glucosa estandarizada para el peso corporal
frente al tiempo

[GIR-AUC 4-20n), GIR-AUC 0-12n), GIR-AUC 12-24n) (mg-kg"}]

. Velocidad de infusion de glucosa estandarizada para el peso corporal maxima [GIR mg-kg'-min)]

MAXx. (
. Tiempo hasta GIR . [GIR-t .. (h)]

Para proporcionar datos significativos y fiables, el valor para GIRméX_ y, de forma correspondiente, el tiempo hasta
GIRméX_ se obtuvieron a partir de una curva de GIR suavizada para cada sujeto.

Analisis Primario

Para estimar la bioeficacia (actividad) relativa para GIR-AUC( mg-kg™), el parametro no transformado se analizé

con un modelo lineal de efectos mixtos.

0-24h) (

El modelo mixto incluye términos fijos para la secuencia, periodo, formulacién y términos aleatorios para sujeto dentro
de la secuencia, con varianzas especificas de formulacién entre sujetos y dentro del sujeto y varianza del sujeto por
formulacién. Después se obtuvo la estimacién puntual y el intervalo de confianza de 90% para la relaciéon de
formulacién (T/R) basandose en el teorema de Fieller [Fieller, 1954].

Se concluy6 una bioeficacia (actividad) equivalente si el intervalo de confianza para la relacién de formulacion estaba
situado dentro de [0,80-1,25].

Se comprobaron las suposiciones para la distribucion de la variable.
Andlisis secundario/Andlisis de Variables Secundarias

Se representaron los perfiles de GIR estandarizada para el peso corporal medio e individual asi como los perfiles
acumulativos medios en porcentaje a lo largo del tiempo.

Los parametros PD se presentaron individualmente y se generaron parametros estadisticos descriptivos.

Se obtuvieron relaciones de formulacion (T/R) con limites de confianza para GIR-AUC (mg-kg™) fraccionales y
velocidad de infusion de glucosa estandarizada maxima [GIR . (mg-kg™'-min'')] usando el modelo lineal de efectos

max.
mixtos como se describe para el analisis primario.

El tiempo hasta 50%-GIR-AUC (h} y el tiempo hasta GIR _, [GIR-t . (h)] se analizaron de forma no paramétrica.

X.
Realizacion del Pinzamiento

Se representaron perfiles individuales de la concentracion de glucosa en sangre.
Andlisis de Datos de Seguridad

Todos los resimenes de datos de seguridad se basaron en la poblacién de seguridad.

La fase en tratamiento individual para el analisis de los datos de seguridad empez6 con la primera administracion de
la medicacién de estudio y terminé con la visita EOS.

Acontecimientos Adversos

Todos los AE se codificaron usando MedDRA (versién en uso).
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Definiciones
Tratamiento de AE emergentes
Todos los AE se clasificaron como se indica a continuacién:

. AE emergentes del tratamiento (TEAE): AE que se produjeron durante el periodo con tratamiento por primera
vez o empeoraron durante el periodo con tratamiento, si se habian presentado previamente;

. AE no emergentes del tratamiento (NTEAE): AE que se produjeron fuera del periodo con tratamiento sin
empeorar durante el periodo con tratamiento;

Asignacion a Formulaciones

Para el andlisis, cada TEAE se asign6 a la ultima formulacion administrada antes del inicio y/o empeoramiento del AE.
Siun TEAE se desarrolla con una formulaciéon y empeora con una formulacién posterior, se considera un TEAE para
las dos formulaciones.

Informacién que Falta

En caso de que falte informacién o se tenga una informacién incoherente, un AE se cuenta como un TEAE, a menos
que pueda descartarse claramente que no es un TEAE (por ejemplo, por fechas parciales u otra informacion).

Si la fecha de inicio de un AE es incompleta o falta, se supone que se ha producido después de la primera
administracién de la medicacion de estudio excepto si una fecha incompleta indica que el AE empez6 antes del
tratamiento.

Acontecimientos Adversos Emergentes del Tratamiento

Todos los AE se presentaron de forma individual. Se resumieron por formulacion, incluido el resumen por grupo
sistémico.

Muertes, Acontecimientos Adversos Graves y Otros Acontecimientos Adversos Significativos

Cuando se produjo cualquiera de estos casos, mueries, AE graves y otros AE significativos, se presentd
individualmente y se describié con detalle en el informe de estudio.

Acontecimientos Adversos que Conducen a la Interrupcion del Tratamiento

Los AE que condujeron a la interrupcion del tratamiento se presentaron individualmente y se describieron con detalle
en el informe de estudio.

Evaluaciones de Laboratorio Clinico

En el plan de analisis estadistico de este estudio se definieron las anomalias clinicamente significativas potencialmente
(PCSA) y criterios de fuera de intervalo. Las definiciones de anomalias clinicamente significativas potencialmente
(PCSA) y de fuera de intervalo se presentaron por parametro.

Se presentan los datos individuales por sujeto y por visita, asi como la informacién complementaria.

Los sujetos con valores fuera de los intervalos normales y los sujetos con PCSA se analizaron por formulacién, y en
general para el final de la evaluacién del estudio. Se presentaron los sujetos con PCSA posteriores al punto basal.

Signos Vitales

En el plan de analisis estadistico de este estudio se definieron las anomalias clinicamente significativas potencialmente
(PCSA) vy los criterios de fuera de intervalo. Las definiciones de PCSA y las definiciones de fuera de intervalo se
presentaron por parametro.

Los sujetos con PCSA se analizaron por formulacién, y en general para el final de la evaluacion del estudio. Se
presentaron los sujetos con PCSA posteriores al punto basal.

Los valores de partida y los parametros derivados se resumieron por formulacién, y en general para el final de la
evaluacion del estudio. Los datos individuales se presentaron por sujeto y por visita con marcas para anomalias, asi
como informacién complementaria.

ECG

En el plan de analisis estadistico de este estudio se definieron las anomalias clinicamente significativas potencialmente
(PCSA) vy los criterios de fuera de intervalo. Las definiciones de PCSA y las definiciones de fuera de intervalo se
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presentaron por parametro.

Se analizaron en general los sujetos con PCSA al final del estudio. Se presentaron sujetos con PCSA posteriores al
punto basal.

Los valores de partida y los parametros derivados en la SCR y en EOS se resumieron en general. Los datos
individuales se presentaron por sujeto y por visita con marcas para anomalias, asi como informacién complementaria.

Analisis de datos farmacocinéticos

Parametros Farmacocinéticos

Se usaron los tiempos relativos reales para obtener parametros PK

La variable primaria fue

. INS-AUC -24h)- (uU-h.mL")

La variable PK secundaria fue

. Tiempo (h) hasta 50% de INS-AUC g-24n) [Ts0% - INS-AUC 0-24 (h)]

Se obtuvieron las siguientes variables PK adicionales:

. INS-AUC fraccional [INS-AUCu-20n), INS-AUC 0-12n), INS-AUC12-24n) (uU-h-mL1)]
) INS-AUC hasta el final de pinzamiento [INS-AUC-inay (WU-h-mL")]

. Concentracion maxima de insulina en suero [INS-Cmax (uU-mL1)]

. Tiempo hasta INS-Cmax [INS-Tmax (h)]

Andlisis Estadistico

Andlisis Descriptivo

Se presentaron parametros estadisticos descriptivos de datos de concentracién por tiempos de protocolo.
Se representaron perfiles de concentracion de insulina en suero individuales y medios.

Se presentaron individualmente las concentraciones de insulina en suero y se generaron parametros estadisticos
descriptivos por punto de tiempo.

Se generaron parametros estadisticos descriptivos de parametros PK por formulacién.
Se representaron perfiles de péptido C y se caracterizaron descriptivamente.
Analisis Primario

Para estimar la biodisponibilidad relativa para INS-AUCo-24n), €l parametro transformado en logaritmo se analiz6é con
un modelo lineal de efectos mixtos.

El modelo mixto incluia términos fijos para secuencia, periodo, formulacion y términos aleatorios para sujeto dentro de
secuencia, con varianzas especificas de la formulacién entre sujetos y dentro del sujeto y varianza de sujeto por
formulacién.

Para INS-AUC-24n), S€ oObtuvieron estimaciones puntuales e intervalos de confianza de 90% para la relacién de
formulacioén (T/R) calculando estimaciones e intervalos de confianza de 90% para la diferencia entre medias de
formulacién dentro del marco del modelo de efectos mixtos, y después convirtiéndolos en la escala de relacion por la
transformacién antilogaritmica.

Se concluye biodisponibilidad equivalente si el intervalo de confianza para la relacion de formulacion esta situado
dentro de [0,80-1,25].

Analisis de Parametros PK Secundarios y Adicionales

El tiempo hasta 50%-INS-AUC (h) y el tiempo hasta la concentracion maxima [INS-T . (h)] se analizaron de forma
no paramétrica.

Los valores de INS-AUC fraccional transformados en logaritmos e INS-AUC( ) (uU-h-mL"} y la concentracion

0-final
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maxima en suero de insulina glargina [INS-C . (uU-mL™)] se analizaron con el modelo lineal de efectos mixtos
correspondiente descrito para el andlisis primario. Se presentaron estimadores puntuales € intervalos de confianza.

Péptido C

Cuando estaban disponibles, se representaron los perfiles de péptido C y se caracterizaron de forma descriptiva.
Analisis PK/PD

Los analisis PK/PD se realizaron de una forma explorativa, cuando era apropiado.

Ejemplo 6: Resultados del Estudio

Disposicion de Sujetos

Se selecciond un total de 35 sujetos, 11 mujeres y 24 hombres, de los que se incluyeron 24 sujetos elegibles sanos,
se aleatorizaron y recibieron al menos una dosis de medicacion de estudio. De los 24 sujetos aleatorizados, un sujeto
abandond el estudio por peticion propia después del periodo de tratamiento de la primera dosis. Veintitrés (23) sujetos
completaron el estudio de acuerdo con el protocolo y se incluyeron en los andlisis farmacodinamico (PD) y
farmacocinético (PK). Los 24 sujetos tratados se incluyeron en la evaluacién de seguridad.

No hubo desviaciones importantes del protocolo.
Caracteristicas demograficas

Se recogieron los siguientes datos, sexo, edad en la seleccion, altura, peso y raza. Se calcularon los indices de masa
corporal (IMC) por sujeto a partir del peso corporal y la altura: IMC = peso corporal [kg]-(altura [m])-2.

Tabla 3 - Resumen de las Caracteristicas del Sujeto - Poblacién de Seguridad

Parametro  Estadistico Sexo Todos
Categoria
Hombre (N=17) Mujer (N=7) (N=24)
Edad (afios) N 17 7 24
Media (SD) 34,8 (6,4) 39,1 (5,6) 36,1 (6,3)
(Min , Max.) (25, 45) (32, 45) (25 , 45)
Peso (kg) N 17 7 24
Media (SD) 80,25 (10,42) 64,17 (5,70) 75,56 (11,82)
(Min , Max.) (65,9, 101,2) (57,6 ,74,2) (67,6, 101,2)
Altura (cm) N 17 7 24
Media (SD) 180,6 (6,0) 166,3 (5,1) 176,4 (8,7)
(Min, Max.) (171, 189) (158 , 174) (158 , 189)
IMC (kg/m?) N 17 7 24
Media (SD) 24,55 (2,40) 23,19 (1,55) 24,15 (2,24)
(Min, Max) (20,5, 28,3) (21,4, 24,6) (20,5, 28,3)
Raza [n (%)] Negro 1 (5,9) (0) 1 (4,2)
Caucasico/Blanco 16 (94,1) (100) 23 (95,8)

Realizacién de pinzamiento

Los dos grupos de tratamiento, Lantus U 100 y Lantus U 300, fueron similares con respecto a las concentraciones de
glucosa en sangre basales en ayunas de los individuos, que sirvieron para definir el nivel de pinzamiento de glucosa
de los individuos. La duracion de los pinzamientos después de la dosificacién fue de 30 horas e igual en todos los
periodos de tratamiento.
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Criterios de valoracion primarios

No se establecié equivalencia en biodisponibilidad (exposicién) para Lantus U 100 y Lantus U 300. No se establecio
equivalencia en bioeficacia (actividad) para Lantus U 100 y Lantus U 300.

Variables primarias

El area bajo la curva de concentracion en suero de insulina glargina frente al tiempo de 0 a 24 horas (INS-AUC g-24n))
no fue equivalente para Lantus U 100 y Lantus U 300. La exposicién fue aproximadamente 40% menor con U300. El
area bajo la curva de GIR frente al tiempo de 0 a 24 horas (GIR-AUC-24n)) no fue equivalente para Lantus U 100 y
Lantus U 300. La actividad fue aproximadamente 40% menor con U300.

Variables secundarias

El tiempo hasta 50% de INS-AUCo-24n) (h) fue similar para Lantus U 100 y Lantus U 300. El tiempo hasta 50% de GIR-
AUC 0240 (h) fue mayor en 0,545 (h) (0,158 - 1,030) para Lantus U 300, lo cual fue estadisticamente significativo.

Seguridad

No se notificaron acontecimientos adversos (AE) graves. Cinco (5) sujetos por tratamiento (ensayo y referencia)
notificaron un total de 14 TEAE, de los cuales todos fueron de intensidad leve a moderada, y se resolvieron sin
secuelas. El acontecimiento notificado con mas frecuencia fue dolor de cabeza (4 sujetos por tratamiento) seguido de
nauseas, vomitos y pirexia (un sujeto cada uno con U 100), y dolor asociado con el procedimiento (1 sujeto con U
300). Es digno de mencién que el dolor de cabeza es una observacion comun para los estudios de pinzamiento y esta
relacionado con la infusién de soluciones de glucosa hiperosmolares. Sin embargo, no puede excluirse una asociacion
con los productos de investigacion. No se notificé ninguna reaccién en el sitio de inyeccion.

Conclusiones

La insulina glargina U 100 y la insulina glargina U 300 no son equivalentes en biodisponibilidad (exposicion) y
bioeficacia (actividad). La exposicion y la actividad de la insulina glargina U300 fueron aproximadamente 40% menores
que la exposicién y actividad después de la administracién de la misma cantidad (0,4 U/kg) de insulina glargina U100.

Sin embargo, la insulina glargina U300 mostr6 un perfil de PK (exposicion) y PC (actividad) incluso mas plano que la
insulina glargina U100, como seria deseable para una insulina basal. Estas diferencias sorprendentes e inesperadas
en exposicion y actividad entre las formulaciones de insulina glargina U100 e insulina glargina U300 después de la
misma dosis s.c. en sujetos sanos se mostraron eficazmente en las figuras proporcionadas a continuacion. Es digno
de mencién que al mismo tiempo la glucosa en sangre era constante.

La administracién de insulina glargina U 300 carecia de problemas de seguridad y tolerancia.

Ejemplo 7: Fundamento del estudio para el estudio que compara la actividad glucodinamica y la exposicién de tres
dosis subcutaneas diferentes de insulina glargina U300.

Los resultados del estudio en sujetos sanos (véanse los ejemplos 1 - 6) mostraron la falta de equivalencia en
exposicién y eficacia entre Lantus® U100 e insulina glargina U300. Los sujetos recibieron la misma dosis de insulina
glargina (0,4 U/kg) para U100 y U300, pero la liberacién de la misma unidad-cantidad de U300 produjo
aproximadamente 40% menos de exposicidn y efecto que la liberacién a partir de U100. La insulina glargina U300, sin
embargo, mostr6 un petfil farmacodinamico incluso més plano que Lantus® U100, como se desearia para una insulina
basal.

Por lo tanto, un nuevo estudio descrito en los siguientes ejemplos compara la actividad glucodinamica y la exposicién
de tres dosis subcutaneas diferentes de insulina glargina U300 frente a una dosis convencional de Lantus® U100 como
comparador en una situacién de pinzamiento euglucémico con pacientes con diabetes de tipo 1. Este estudio pretende
aproximar una dosis de U300 que es equieficaz a 0,4 U/kg de Lantus® U100 seglin se evalla por parametros de la
disposicion de glucosa en sangre proporcionada por la técnica de pinzamiento.

La exposicion a insulina glargina se evalla a partir de perfiles de concentracion-tiempo después de la administracion
subcutanea y actividad como utilizacién de glucosa por unidad de insulina.

El estudio esta disefiado para evaluar el efecto metabdlico y la exposicion de diferentes dosis de insulina glargina
U300 en comparacién con una dosis convencional de Lantus® U100 en una situacion de pinzamiento euglucémico en
sujetos con diabetes mellitus de tipo 1. El estudio comprende 4 tratamientos (R, T1, T2y Ts), 4 periodos de tratamiento
(TP1-4) y 4 secuencias. Hay una visita de seleccion (D-28 a D-3), 4 visitas de tratamiento (D1 a D2 en TP1 a TP4) y
una visita de final de estudio (entre D5 a D14 después de la ultima dosificaciéon) con una evaluacién final de los
parametros de seguridad.

Los sujetos se exponen a cada tratamiento R, T1, T2y T3 una vez de una manera aleatoria, doble ciego, cruzada, de
acuerdo con el disefio cuadrado latino. Este disefio se considera apropiado para evaluar el efecto farmacolégico y la
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exposicion de diferentes dosis de insulina glargina U300 en comparacion con Lantus® U100.

La dosis de Lantus® U100 de 0,4 U/kg seleccionada para el estudio esta bien caracterizada para proporcionar
euglucemia en pacientes con diabetes de tipo 1 y se ha investigado facilmente en otros estudios de pinzamiento con
pacientes con diabetes de tipo 1.

Se ensayan tres dosis diferentes para insulina glargina U300, 0,4, 0,6 y 0,9 U/kg. Este intervalo de dosis permite
intrapolar una dosis aproximada equieficaz a 0,4 U/kg de Lantus® U100. La dosis de 0,4 U/kg de insulina glargina
U300 ya se ha ensayado en voluntarios sanos (véanse los ejemplos 1 - 6) y se descubrié que era menos activa que
0,4 U/kg de Lantus® U100 dentro de un periodo de 30 horas, el final del periodo de observacion predefinido. La
bioactividad de 0,4 U/kg de insulina glargina U300 medida por la disposicién de glucosa total fue 39,4% menor que la
de la medicacion de referencia (0,4 U/kg de Lantus® U100). Se esperaba que una dosis correspondientemente mayor
de insulina glargina U300, por ejemplo 0,6 U/kg de insulina glargina U300, diera como resultado una actividad
glucodindmica aproximadamente equivalente en comparacion con 0,4 U/kg de Lantus® U100. Ademas, el aumento de
dosis proporcional permite explorar los perfiles de exposicién y efecto para la proporcionalidad de la dosis.

Un estudio en pacientes con diabetes de tipo 1 evita confundir el impacto de la insulina endégena y permite una mejor
evaluacién de la exposicion y duraciéon de la accion.

Ademas, la falta de un ensayo especifico para insulina glargina fuerza a usar un ensayo que interpreta toda la insulina
endogena. De esta manera, cualquier fuente afiadida de insulina distinta de la insulina glargina exégena causaria de
forma falsa concentraciones de insulina demasiado elevadas.

Este estudio tiene un disefio cruzado; por razones practicas y éticas no se compararan mas de 3 dosis de U300 con
Lantus® U100. La evaluacién de la actividad glucodinamica de productos de insulina de accién prolongada requiere
una situacion de pinzamiento euglucémico durante hasta 36 horas debido a la duracién prolongada de la accién.

El ingrediente farmacéutico activo, insulina glargina, es el mismo en las dos formulaciones, U100 y U300. Las dosis
usadas en este estudio estan dentro del intervalo de uso regular. Aunque no se excluye completamente un riesgo
global de hipoglucemia, se controla por la técnica de pinzamiento euglucémico.

Farmacodinamica

La actividad farmacodinamica de la insulina glargina se evalla por la técnica de pinzamiento euglucémico en pacientes
con diabetes de tipo 1, que es procedimiento convencional establecido para evaluar el efecto de productos de insulina
administrados ex6genos sobre la disposicion de glucosa en sangre.

Los parametros especificos para la evaluacién de la disposicion de glucosa en una situacién de pinzamiento
euglucémico son la velocidad de infusién de glucosa (GIR) estandarizada por peso corporal, la glucosa total dispuesta,
GIR-AUCo-3s, y los tiempos hasta un porcentaje dado de GIR-AUCo-36, tales como el tiempo hasta 50% de GIR-AUCo-
36.

Los parametros auxiliares son GIR estandarizada por peso corporal suavizada maxima, GIRmax y Tiempo hasta GIRmax,
G'R'Tma’x.

La duracién de la accién de la insulina glargina se obtiene a partir del tiempo entre la dosificacién y desviaciones
especificadas previamente por encima del nivel euglucémico (pinzamiento).

La monitorizacion de glucosa se realiza durante 36 horas debido a la larga duracién de accién de insulina glargina
después de la administracion subcutanea.

Farmacocinética

Debido a la naturaleza de liberacién sostenida de insulina glargina, hay una ausencia de picos pronunciados en el
perfil de concentracion. Por lo tanto, el tiempo hasta 50% de INS-AUC (Tso% INS-AUCo-36) se calcula como una medida
para la localizacién en el tiempo del perfil de exposicién a insulina glargina, e INS-Cmax € INS-Tmax serviran como
medidas adicionales.

Objetivos primarios del estudio

El objetivo primario del estudio es evaluar las relaciones de efecto metabodlico de tres dosis diferentes de insulina
glargina U300 frente a 0,4 U/kg de Lantus® U100.

Objetivos secundarios del estudio

Los objetivos secundarios del estudio son evaluar las relaciones de exposicion de tres dosis diferentes de insulina
glargina U300 frente a 0,4 U/kg de Lantus® U100, para comparar la duracién de accion de diferentes dosis de insulina
glargina U300 frente a 0,4 U/kg de Lantus® U100, para explorar la respuesta a la dosis y relacion de exposicion a la
dosis de insulina glargina U300, y para evaluar la seguridad y tolerancia de insulina glargina U300 en sujetos con
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diabetes de tipo 1.
Ejemplo 8: Disefio del estudio, descripcién del protocolo

Fase I, un solo centro, doble ciego, aleatorio, cruzado (4 tratamientos, 4 periodos de tratamiento y 4 secuencias;
cuadrado latino), control activo, con una duracién de eliminacion entre periodos de tratamiento (5-18 dias,
preferiblemente 7 dias) en sujetos del sexo masculino y femenino con diabetes mellitus tipo 1 que reciben dosis
individuales de insulina glargina a

b 0,4 U/kg de Lantus® U100 (= Referencia R)

b 0,4 U/kg de Insulina glargina U300 (= Ensayo T1)
b 0,6 U/kg de Insulina glargina U300 (= Ensayo T2)
b 0,9 U/kg de Insulina glargina U300 (= Ensayo T3}

Los cuatro tratamientos R y T1.3 se proporcionan de forma cruzada en cuatro periodos de tratamiento (TP 1 a TP 4)
con las cuatro secuencias

® R-T1-T2-Ts
i T3-R-T1-T2
° To-T3-R-Ty
® Ti-T2-Te-R

asignadas aleatoriamente a los sujetos (relacion 1:1:1:1).

Duracién de la participacion en el estudio

b Duracion total del estudio para un sujeto: aproximadamente 4-11 semanas (duracién min-max), dependiendo
del periodo de eliminacién, excluyendo la seleccion.

b Duracion de cada parte del estudio para un sujeto:

- Seleccion: 3 a 28 dias (D-28 a D-3)

- Periodo de Tratamiento 1 - 4: 2 dias (estancia de 1 noche)

- Eliminacion 5 - 18 dias (preferentemente 7 dias entre dosificaciones consecutivas).

- Visita de final de estudio: un dia entre D5 y D14 después de la Gltima administracién del farmaco de estudio
Ejemplo 9: Seleccién de sujetos

Nidmero de sujetos planeado: se incluirdn al menos 24 sujetos para tener 20 sujetos evaluables

Criterios de inclusién

Demografia

| 01. Sujetos del sexo masculino o femenino, entre 18 y 65 afios de edad, inclusive, con diabetes mellitus de tipo
1 desde hace mas de un afio, definida por la Asociacién Americana de Diabetes (American Diabetic
Association. Report of the Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus.
Diabetes Care 1998;21:5-19)

| 02. Dosis de insulina total < 1,2 U/kg/dia

I 03. Peso corporal comprendido entre 50,0 kg y 95,0 kg inclusive si son del sexo masculino, y comprendido entre
50,0 kg y 85,0 kg inclusive si son del sexo femenino, indice de Masa Corporal comprendido entre 18,0 y 30,0
kg/m? inclusive

Estado de Salud

| 04. Péptido C en suero negativo en ayunas (< 0,3 nmol/l)
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Glicohemoglobina (HbA1c) < 9,0%

Régimen de insulina estable durante al menos los 2 meses previos al estudio (con respecto a la seguridad
del sujeto y la integridad cientifica del estudio)

Hallazgos normales en historia médica y examen fisico (sistema cardiovascular, térax y pulmones, tiroides,
abdomen, sistema nervioso, piel y mucosas y sistema musculoesquelético), a menos que el investigador
considere que cualquier anomalia es clinicamente irrelevante y no interfiere con la realizacion del estudio
(con respecto a la seguridad del sujeto y la integridad cientifica del estudio)

Signos vitales normales después de 10 minutos de reposo en posicién supina: 95 mmHg < presién sanguinea
sistélica < 140 mmHg; 45 mmHg < presién sanguinea diastélica < 90 mmHg; 40 Ipm < ritmo cardiaco < 100
Ipm

ECG estandar de 12 derivaciones normal después de 10 minutos de reposo en posicién supina: 120 ms < PQ
< 220 ms, QRS < 120 ms, QTc < 440 ms si es del sexo masculino, < 450 ms si es del sexo femenino

Parametros de laboratorio dentro del intervalo normal (o umbral de seleccién definido para el centro del
Investigador), a menos que el investigador considere que una anomalia es clinicamente irrelevante para
pacientes con diabetes; sin embargo, el nivel de creatinina en suero debe estar estrictamente por debajo de
la norma superior de laboratorio; las enzimas hepaticas (AST, ALT) y la bilirrubina (a menos que el sujeto
haya documentado sindrome de Gilbert) no deben estar por encima de 1,5 ULN

Sélo para sujetos del sexo femenino

11,

Las mujeres en edad fértil (posmenopausicas desde hace menos de dos afios 0 no estériles quirirgicamente
desde hace mas de 3 meses), deben tener un ensayo de embarazo de B-HCG en suero negativo en la
seleccién y un ensayo de embarazo de B-HCG en orina negativo el Dia 1 en TP1 a TP4 y deben usar un
método de control de natalidad de alta eficacia, que se define como los que dan como resultado un bajo indice
de fallos (es decir, menor de 1% por afio) de acuerdo con la nota para las directrices sobre estudios de
seguridad no clinicos para la realizacién de ensayos clinicos en seres humanos de productos farmacéuticos
(CPMP/ICH/286/95, modificaciones). Durante el estudio entero, las mujeres en edad fértil deben usar dos
métodos anticonceptivos independientes, por ejemplo, diafragma y preservativo recubierto con espermicida.
El uso de un preservativo y cremas espermicidas no es suficientemente fiable.

Para mujeres posmenopausicas desde hace menos de dos afios, y no estériles quirlirgicamente desde hace
mas de 3 meses, se determinard el estado hormonal (FSH > 30 Ul/, estradiol < 20 pg/mL)

Criterios de exclusién

Historia médica y estado clinico

E 01.

E 02.

E 03.

E 04.

E 05.

E 06.

E 07.

E 08.
E 09.

Cualquier historia o presencia de enfermedad cardiovascular, pulmonar, gastrointestinal, hepatica, renal,
metabdlica (aparte de diabetes mellitus de tipo 1), hematolégica neurolégica, psiquiatrica, sistémica (que
afecta al cuerpo en general), ocular, ginecologica (si se trata de mujeres) o infecciosa, clinicamente relevante;
cualquier enfermedad infecciosa aguda o signo de enfermedad aguda

Mas de un episodio de hipoglucemia severa con ataque, coma 0 que requiera asistencia de otra persona
durante los ultimos 6 meses

Dolores de cabeza fuertes y/o migrafias frecuentes, nauseas recurrentes y/o vomitos (mas de dos veces al
mes)

Pérdida de sangre (> 300 mL) en los 3 meses previos a la inclusién

Hipotensién sintomatica (sea cual sea la reduccién de la presién sanguinea) o hipotension postural
asintomatica definida por una reduccién en SBP igual o mayor que 20 mmHg antes de que hayan transcurrido
tres minutos cuando se cambia de la posicién supina a la posicion de pie

Presencia o historia de una alergia a farmacos o enfermedad alérgica clinicamente significativa de acuerdo
con el criterio del investigador

Probabilidad de requerir tratamiento durante el periodo de estudio con farmacos no permitidos por el protocolo
de estudio clinico

Participacion en un ensayo con cualquier farmaco de investigacién durante los tres Gltimos meses
Sintomas de una enfermedad clinicamente significativa en los 3 meses previos al estudio que, de acuerdo

con la opinion del investigador, podria interferir con los fines del estudio
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Presencia de abuso de drogas o alcohol (consumo de alcohol > 40 g/dia)
Fumar mas de 5 cigarrillos o equivalente al dia, incapaz de dejar de fumar durante el estudio
Consumo excesivo de bebidas con base de xantina (> 4 copas o vasos / dia)

Si es mujer, embarazo (definido como ensayo de f-HCG positivo), periodo de lactancia

Sustancias que interfieren

E 14.

Cualquier medicacion (incluyendo hierba de San Juan) en los 14 dias previos a la inclusién, o dentro de 5
veces la vida media de eliminacion o vida media farmacodinamica de ese farmaco, lo que tenga mayor
duracion, y uso regular de cualquier medicacion distinta de insulina en el dltimo mes antes del inicio del
estudio con la excepcién de hormonas tiroideas, farmacos para reducir los lipidos y antihipertensores y, si se
trata de mujeres, con la excepcion de anticonceptivos hormonales o una terapia de sustitucién de hormonas
para la menopausia; cualquier vacunacion dentro de los ultimos 28 dias

Condiciones Generales

E 15.

E 16.
E17.
E 18.

Sujetos que, a criterio del investigador, probablemente no cumplan el tratamiento durante el estudio, o
incapaces de cooperar debido a un problema del lenguaje o un desarrollo mental deficiente

Sujetos en periodo de exclusién de un estudio previo de acuerdo con la normativa aplicable
Sujetos con los que no pueda contactarse en caso de emergencia

El sujeto es el investigador o cualquier sub-investigador, ayudante de investigacion, farmacéutico,
coordinador del estudio u otros miembro del personal, implicado directamente en la realizacion del protocolo

Estado Biolégico

E19.

E 20.

E 21.

Reaccion positiva a cualquiera de los siguientes ensayos: Antigeno de superficie de hepatitis B (Ag HBs),
anticuerpos anti-nlicleo de hepatitis B (Ab anti-HBc) si el compuesto tiene posibles actividades inmunes,
anticuerpos anti-virus de la hepatitis C (anti-VHC2), anticuerpos anti-virus de la inmunodeficiencia humana 1
y 2 (Ab anti-VIH1 y anti VIH2)

Resultados positivos en la exploracién de drogas en orina (anfetaminas/metanfetaminas, barbituratos,
benzodiazepinas, cannabinoides, cocaina, opiaceos

Ensayo de alcohol positivo

Especifico para el estudio

E 22.
E 23.

Hipersensibilidad conocida a insulina glargina y excipientes

Cualquier historia o presencia de trombosis de venas profundas en las piernas o una aparicion frecuente de
trombosis de venas profundas en las piernas en parientes de primer grado (padres, hermanos o hijos)

Ejemplo 10: Tratamientos

Producto de investigacion

Insulina glargina
Se usan dos formulaciones diferentes de insulina glargina:

- Solucién Lantus® U100 para inyeccion que contiene 100 U/mL de insulina glargina (producto
comercializado)

- Solucién de insulina glargina U300 para inyeccion que contiene 300 U/mL de insulina glargina

- Lantus® U100: 0,4 U/kg (= Referencia R)
- Insulina glargina U300: 0,4, 0,6 y 0,9 U/kg (=Ensayo T1-Ta)

Recipiente: cartuchos de vidrio de 3 ml

Via de aplicacion: Via subcutanea horizontalmente a 5 ¢cm a la derecha e izquierda del ombligo
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b Condiciones: En ayunas
b Duracion del tratamiento: 1 dia en cada periodo, una sola dosis
L Inicio: 09:00 el Dia 1 (D1) en Periodos de Tratamiento 1 a 4 (TP1-4)
b Se proporcionan tratamientos adicionales para 100% de los sujetos incluidos
Tabla 4 — Tratamientos
Tratamiento de Referencia Tratamiento de ensayo, insulina glargina U300
Lantus® U100
DCI Insulina glargina (analogo de insulina humana Insulina glargina (analogo de insulina humana
recombinante) recombinante)
Formulacién Cartuchos para 3 mL de solucién de U100 Cartuchos para 3 mL de solucién U300
1 mL contiene: 1 mL contiene:

3,637 mg de 21A-Gly-30Ba-L-Arg-30Bb-L-Arg 10,913 mg de 21A-Gly-30Ba-L-Arg-30Bb-L-Arg

insulina humana [equimolar a 100 Ul de insulina humana [equimolar a 300 Ul de insulina
insulina humana] humana]
30 pg de cinc 90 pg de cinc
2,7 mg de m-cresol 2,7 mg de m-cresol
20 mg de glicerol 85% 20 mg de glicerol 85%
HCly NaOH, pH 4,0 HCly NaOH, pH 4,0
gravedad especifica 1,004 g/mL gravedad especifica 1,006 g/mL
Dosis 0,4 U/kg e 0,4 Ukg
* 0,6 Ukg
* 0,9 Ukg
Fabricante sanofi-aventis Deutschland GmbH sanofi-aventis

Recherche & Development, Montpelier, France

Nimero de formulacién comercial adquirida a través de Thd
lote CRO

DCI = denominacién comun internacional

Dosificacion

Este es un estudio de una sola dosis con 4 administraciones en total de la medicacién de estudio. Los sujetos se
distribuyen aleatoriamente en diferentes secuencias del tratamiento de referencia y de ensayo de forma que cada
sujeto recibe el tratamiento de referencia (R) y cada uno de los tratamientos de ensayo (T1.3) una vez.

Las inyecciones se administran a la izquierda o derecha del ombligo, usandose los dos sitios para inyecciones
separadas. Un periodo de eliminacién de 5 a 18 dias separa los dias de dosificacion consecutivos, siendo preferido
un periodo de 7 dias (7 dias entre dosificaciones consecutivas). La duraciéon del periodo de eliminacién varia
individualmente permitiendo que tanto el participante como el investigador lo ajusten a sus necesidades. Por
experiencia, 5 dias constituyente un periodo minimo para la recuperacién que permite un pinzamiento por semana
para un participante, mientras que 18 dias representan una ruptura de 3 semanas entre los dias de dosificacion, que
permite a los sujetos la libertada de cumplir las obligaciones no relacionadas con el estudio, si es inevitable.

La administracién del IP se realiza en ayunas; el sujeto continia en ayunas a lo largo de todo el periodo de pinzamiento.

La concentracién de glucosa en sangre estd dentro de un intervalo de 5,5 mmol/L (100 mg/dL) +20% sin ninguna
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infusién de glucosa durante la ultima hora antes de la dosificacion durante el periodo previo al pinzamiento. Cuando
la glucosa en sangre se ha hecho estable durante al menos 1 hora sin ninguna infusién de glucosa, se administra el
IP. La administracién de IP no se realiza antes de las 09:00 por la mafiana y no después de las 14:00 el Dia 1 en los
Periodos de Tratamiento 1 a 4. Si la glucosa en sangre no se ha estabilizado antes de las 14:00 horas, no se realiza
la dosificacién. La visita se termina y el sujeto se programa para una nueva visita de dosificacion 1-7 dias después.

Se usa un nuevo cartucho por sujeto y dosificacién

La administracién del IP se realiza por una persona que no esta implicada de otra manera en el estudio ni forma parte
del equipo del estudio en la CRO. Esta persona consigue el c6digo aleatorio para preparar la administracién del IP de
acuerdo con la lista aleatoria abierta y administra las dosis a los sujetos de acuerdo con esto. La preparacion y
dosificacién se sigue y comprueba por una segunda persona independiente. Los documentos respectivos de
preparacién de la dosis y secuencia de tratamiento se mantienen estrictamente confidenciales y no se desvelan a
ninguna otra persona.

Calculo de Dosis del IP (insulina glargina)

Para calcular la cantidad de insulina glargina administrada para cada sujeto, se determina el peso corporal (en kg) con
un decimal y la cantidad de insulina calculada se redondea hacia arriba o hacia abajo al nimero entero mas préximo
como se muestra en los siguientes ejemplos para una dosis de 0,6 U/kg de insulina glargina:

® un sujeto con un peso corporal de 75,3 kg recibe 45 U de insulina (75,3 x 0,6 = 45,18 que se redondea hacia abajo
a45);

® un sujeto con un peso corporal de 74,4 kg recibe 45 U de insulina (74,4 x 0,6 = 44,64, que se redondea hacia arriba
a45).

El peso corporal registrado durante TP1 D1 se usa para el célculo de la dosis de medicacion de estudio para todos los
periodos de tratamiento. La dosis de medicacion de estudio no tiene que cambiarse si el peso de un sujeto cambia en
una cantidad menor o igual a 2 kg entre el TP1 y uno de los TP posteriores. Si el peso corporal de un sujeto cambia
mas de 2 kg entre el TP1 y uno de los TP posteriores, se vuelve a calcular la dosis de medicacién de estudio basandose
en el peso en D1 del periodo de tratamiento respectivo.

Jeringas y agujas

Soélo se usan jeringas con agujas unidas apropiadas para administrar de forma exacta pequefias cantidades de
solucién de inyeccion (por ejemplo, Becton Dickinson, Ref 305502, Dimensiones: 1 ML 27G 3/8 0.40x10). Las jeringas
se suministran por el investigador

Otros Productos
En la Tabla 5 se describen otros productos usados durante el procedimiento de pinzamiento.

Tabla 5 - Preparacion de infusién

Caédigo de DCI Formulacion Fabricante Dosis/Via de
Farmaco administracion
Glucosa Glucosa Solucién al 20% Certificado, Infusién iv

para infusién seleccionado por
PROFIL
Heparina Heparina Vial que contiene Certificado, infusién iv
o 5 mL de solucion seleccionado por
Sodica Intramed (5000 UI/mL) PROFIL
Cloruro Sédico Cloruro Sédico Solucién Certificado, infusién iv
al 0,9% seleccionado por
PROFIL
Apidra® Insulina 100 U/mL para sanofi-aventis infusién iv
glulisina inyeccion

La solucién de glucosa, la solucién de cloruro sédico, la heparina y la insulina glulisina se proporcionan por el
Investigador.

Solucion de Glucosa: la solucién de glucosa al 20% se infunde con el Biostator™ para mantener la glucosa en sangre
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individual de los sujetos al nivel diana determinado. Una segunda bomba de infusion (parte del Biostator™) suministra
solucion de cloruro sédico al 0,9% para mantener la via patente. En caso de que la cantidad de solucién de glucosa
al 20% necesite exceder la capacidad de infusidn del Biostator™, se acopla una segunda bomba de infusién de glucosa.

Heparina: Se infunde una solucién de heparina de baja dosis (10.000 Unidades de heparina/100 mL de solucién salina)
a través de un catéter de doble lumen. La solucién de heparina se recoge junto con la sangre usada para la medicién
de glucosa en sangre del Biostator™ en el otro lumen del catéter y pretende prevenir la coagulacion de sangre en el
sistema.

Insulina glulisina: Se proporcionan 15 U de Apidra® [100 U/mL] en 49 mL de solucion salina, a la que se afiade 1 mL
de la sangre del propio sujeto para prevenir la adhesion, produciendo una concentracién de 0,3 U/mL, que se infunde
a una velocidad individual para conseguir euglucemia.

Descripcion de los métodos de disefio ciego
Los sujetos reciben cuatro tratamientos diferentes (R, T1, T2y Ta) en un disefio aleatorio, ciego y cruzado.

Para mantener el disefio ciego, para la dispensacion y administracién del IP estd implicada una tercera persona
conocedora del tratamiento. Esta persona no esté implicada de otra manera en el estudio ni es parte del equipo de
estudio en la CRO, ni desvela ninguna informacién a nadie y garantiza el mantenimiento del disefio ciego del estudio.
Esta persona consigue el cédigo aleatorio y administra las dosis a los sujetos de acuerdo con esto. La preparacion del
IP y la dosificacién se siguen y comprueban por una segunda persona independiente que también tiene acceso al
c6digo aleatorio pero esta igualmente ligado a la confidencialidad.

Método para asignar sujetos a grupos de tratamiento

Los IP se administran de acuerdo con el Protocolo de Estudio Clinico Gnicamente a sujetos que han dado el
consentimiento informado por escrito.

Los sujetos que cumplen todos los criterios de inclusién/exclusién se asignan justo antes de la administracién del
producto de investigacién el Dia 1 en el Periodo de Tratamiento 1:

® un numero de sujeto creciente de acuerdo con el orden cronolégico de inclusién en la mafiana de D1 en el Periodo
de Tratamiento 1. El nimero de sujeto de 9 digitos consiste en 3 componentes (por ejemplo, 276 001 001, 276 001
002, 276 001 003, etc.), de los cuales los 3 primeros digitos (276) son el nimero de pais, los 3 digitos centrales
son el niumero de centro y los Gltimos 3 digitos son el nimero creciente del sujeto dentro del centro. El nimero de
sujeto permanece invariable y permite que el sujeto se identifique durante todo el estudio.

® un numero de tratamiento en un orden planeado previamente que sigue la lista aleatorizada, recibiendo siempre el
siguiente sujeto elegible el proximo nimero de tratamiento de acuerdo con la lista de aleatorizacion

La administracién del IP esta de acuerdo con la secuencia de tratamiento aleatorizada.

Los sujetos que abandonan el estudio conservan su ndmero de sujeto y su numero de tratamiento, si ya se han
asignado. Los sujetos de reemplazo tienen un ndmero de identificacion diferente (es decir, 500 + el nimero del sujeto
que interrumpié el estudio). Cada sujeto recibe la misma secuencia de tratamiento que el sujeto que interrumpio el
ensayo.

A los sujetos que fallaron en la seleccion se les asigna un nimero diferente, por ejemplo 901, 902 (a registrar
unicamente en el CRF en caso de que se produzcan AE durante el periodo de seleccion después de la firma del
consentimiento informado).

Notas: La aleatorizacion de un sujeto se produce después de la confirmacién por los Investigadores de la elegibilidad
del sujeto para este estudio. Los parametros basales son los parametros disponibles en los momentos mas proéximos
previos a la dosificacion.

Envase y etiquetado

La solucion de insulina glargina U300 se proporciona por sanofi-aventis en cajas de reagrupamiento de cartuchos de
3 mL.

El nimero respectivo del IP se envasa bajo la responsabilidad de sanofi-aventis de acuerdo con la buena practica de
fabricacion y los requisitos reguladores locales y se proporciona a la CRO.

El contenido de la etiqueta esta de acuerdo con las especificaciones y requisitos reguladores locales.
Lantus® U100 est4 disponible en el mercado y se pedira por la CRO.

Condiciones de almacenamiento
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Todo el IP se almacena en una sala cerrada apropiada bajo la responsabilidad del Investigador, y s6lo debe ser
accesible al personal autorizado.

El IP tiene que almacenarse a +2 °C a +8 °C, protegido de la luz y no debe congelarse.
Acceso al cédigo de aleatorizacion durante el estudio

Para mantener el disefio ciego, una tercera persona conocedora del tratamiento es responsable de la dispensacion y
administracion del IP. Esta persona no esta implicada de otra manera en el estudio ni forma parte del equipo del
estudio en la CRO, ni desvela ninguna informacién a nadie y garantiza el mantenimiento del estado ciego del estudio.
Esta persona consigue el cédigo aleatorio y administra las dosis a los sujetos de acuerdo con esto. La preparacion del
IP y la dosificacién se siguen y comprueban por una segunda persona independiente que también tiene acceso al
c6digo aleatorio pero esta igualmente ligada a la confidencialidad.

En caso de un Acontecimiento Adverso, el codigo no se rompe excepto en circunstancias en las que el conocimiento
del Producto de Investigacién sea esencial para tratar al sujeto. Para cada sujeto, el material de ruptura del codigo
que contiene el nombre del tratamiento se suministra en sobres. Se mantiene en un sitio seguro a lo largo de todo el
Ensayo Clinico. El Patrocinador recupera todo el material de ruptura del cédigo (abierto o cerrado) al finalizar el Ensayo
Clinico.

Si se rompe el disefio ciego, el Investigador documenta la fecha de apertura y la razén para la ruptura del cédigo en
los datos fuente.

El Investigador, el farmacéutico del centro clinico u otro miembro del personal que pueda almacenar y dispensar el IP
es responsable de asegurar que el IP usado en el estudio se mantiene de forma segura como se especifica por el
Patrocinador y de acuerdo con los requisitos reguladores aplicables.

Todo el IP se dispensa de acuerdo con el Protocolo de Ensayo Clinico y es responsabilidad del Investigador asegurar
que se mantiene un registro preciso del IP distribuido y devuelto.

Tratamiento concomitante

Durante el estudio no se permite el uso de medicacion concomitante como se especifica en el Criterio de Exclusion N°
E14, con la excepcién de farmacos mencionados en este documento y cuya administracion se interrumpe dentro de
un marco de tiempo dado (véase E14) antes de la inclusion del sujeto el Dia 1 del Periodo de Tratamiento 1.

Para impedir la interferencia del tratamiento con insulina convencional de los sujetos con la medicién del pinzamiento,
los sujetos tienen que abstenerse de usar insulinas basales y cambiar a

® productos de insulina de acciéon intermedia o corta desde las 48 horas previas a la dosificacion en D1 de TP1 a
TP4, si se usan productos de insulina de accion prolongada, es decir Lantus® (insulina glargina), Levemir® (detemir)
o insulinas ultralentas,

® insulinas de accién corta desde las 24 horas previas a la dosificacion en D1 de TP1 a TP4 si usan productos de
insulina de accién intermedia, es decir insulina NPH

La ultima inyeccion subcutanea de insulina de accién corta no debe durar méas de 9 horas antes de la administracion
del farmaco de estudio. Los sujetos con terapia con bomba interrumpen la infusién de insulina la mafiana del Dia 1, al
menos 6 horas antes de cada administracion de IP (aproximadamente a las 03:00 asumiendo el inicio de la
administracion de IP a las 09:00).

En caso de acontecimientos adversos sintomaticos que no ponen en peligro la seguridad del sujeto (por ejemplo, dolor
de cabeza), se reserva la medicacién concomitante para acontecimientos adversos de intensidad fuerte o de
intensidad moderada que persisten durante un periodo prolongado. En particular, se prohibe el uso de
acetaminofeno/paracetamol si hay un riesgo conocido de hepatotoxicidad, o en cuanto se produzcan anomalias de las
enzimas hepaticas.

Sin embargo, si se requiere un tratamiento especifico por cualquier razén, debe mantenerse un registro preciso en el
formulario de registro apropiado, que incluye el nombre de la medicacion (denominacién comin internacional),
dosificacién diaria y duracién para dicho uso. Debe informarse al Patrocinador antes de que hayan transcurrido 48
horas por e-mail o fax, con la excepcién del tratamiento del dolor de cabeza.

El tratamiento de reacciones alérgicas potenciales estara de acuerdo con las recomendaciones publicadas en otras
partes de este documento (Samspon HA, Munoz-Furlong A, Campbell RL et al. Second symposium on the definition
and management of anaphylaxis: summary report - Second National Institute of Allergy and Infectious Disease/Food
Allergy and Anaphylaxis Network symposium. Journal of Allergy and Clinical Immunology 2006; 117(2):391-397).
Dependiendo de la gravedad de la reaccién alérgica, puede considerarse el tratamiento con antihistaminicos,
corticosteroides y epinefrina.
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Contabilidad y cumplimiento del tratamiento

® Cumplimiento de IP:

- El IP se administra bajo supervision médica directa, y se completa un registro apropiado por la persona
responsable de la dispensacion y administracion del IP o su delegado; no se desvela ninguna informacién
sobre la secuencia o dosis de tratamiento y los documentos no tienen acceso a otras personas implicadas en
el estudio.

- La captacion del IP se confirma por resultados medibles del ensayo de farmacos

® Contabilidad de IP

- La persona responsable de dispensar y administrar el IP o su delegado cuenta el nimero de cartuchos que
quedan en los envases devueltos, y después rellena el Formulario de Registro del Tratamiento

- El investigador registra la informacion sobre el dia y hora de dosificacién en la pagina o paginas apropiadas
del Cuaderno de Recogida de Datos (CRF)

- El Equipo de Monitorizacién a cargo del estudio entonces comprueba los datos del CRF comparandolos con
los formularios de contabilidad apropiados y de IP después del cierre de la base de datos (para impedir el
descubrimiento del disefio ciego del estudio)

Los cartuchos usados se conservan por el investigador hasta la reconciliacion completamente documentada realizada
con el Patrocinador al final del estudio después del cierre de la base de datos.

Ejemplo 11: Evaluacién del producto de investigacion

El presente estudio esta disefiado para evaluar el efecto metabdlico y las relaciones de exposicién de tres dosis de
insulina glargina U300 diferentes frente a 0,4 U/kg de Lantus® U100, para comparar la duracion de accion de diferentes
dosis de insulina glargina U300 frente a 0,4 U/kg de Lantus® U100, para explorar la respuesta a la dosis y la relacion
de exposicion a la dosis de la insulina glargina U300, y para evaluar la seguridad y tolerancia de la insulina glargina
U300 en una situacién de pinzamiento euglucémico en sujetos con diabetes mellitus de tipo 1.

Farmacodinamica
Pinzamiento Euglucémico

El efecto farmacodinamico de la insulina glargina, principalmente la disposicién de glucosa total y la duracién de la
accién de la insulina, se evalla por la técnica de pinzamiento euglucémico.

Durante el pinzamiento euglucémico, la concentracién de glucosa en sangre venosa arterializada, que reflgja el
suministro para la utilizacién de glucosa total de todos los tejidos, y la velocidad de infusion de glucosa (GIR) necesaria
para mantener la concentracion de glucosa en sangre de un sujeto en su nivel diana (nivel de pinzamiento), se miden
continuamente y se registran usando el dispositivo Biostator™ (sistema de monitorizaciéon de glucosa continuo, Life
Sciences Instruments, Elkhart, IN, USA).

La cantidad de glucosa requerida (GIR-AUC) es una medida de la captacién de glucosa en los tejidos (disposicion de
glucosa o actividad de reduccion de glucosa) mediada por el exceso de insulina exégena. El Biostator™ determina los
niveles de glucosa en sangre a intervalos de 1 minuto y ajusta la velocidad de infusién de glucosa en respuesta a
cambios en la glucosa en sangre usando un algoritmo predefinido.

Procedimiento de pinzamiento

Para prevenir la interferencia del tratamiento con insulina convencional de los sujetos con la medicion del pinzamiento,
los sujetos tienen que abstenerse de usar insulinas basales y cambiar a

® productos de insulina de accion intermedia o corta desde las 48 horas previas a la dosificacion en D1 de TP1 a
TP4, si usan productos de insulina de acci6n prolongada, es decir Lantus® (insulina glargina), Levemir® (detemir)
o insulinas ultralentas,

® insulinas de accién corta desde las 24 horas previas a la dosificacion en D1 de TP1 a TP4 si usan productos de
insulina de accién intermedia, es decir insulina NPH

La dltima inyeccién subcutanea de insulina de accién corta no se realiza después de 9 horas antes de la administracion
del IP. Los sujetos con terapia con bomba interrumpen la infusion de insulina la mafiana del Dia 1, al menos 6 horas
antes de cada administracion de IP (aproximadamente a las 03:00 asumiendo el inicio de la administracién de IP a las
09:00).
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Durante los Periodos de Tratamiento 1 a4 (TP1 - TP4), los sujetos se admiten en la clinica la mafiana del D1 después
de un ayuno de una noche de al menos 10 horas.

La mafiana del Dia 1 empieza el procedimiento previo al pinzamiento y los sujetos se conectan al Biostator™. La
concentracion de glucosa en sangre se ajusta a 4,4 - 6,6 mmol/L (80 - 120 mg/dL) y se mantiene dentro de estos
limites por medio de administraciones iv en embolada de un analogo de insulina de accion rapida (por ejemplo, insulina
glulisina) e infusiones individuales posteriores de glucosa cuando sea necesario.

60 min antes de la administracion de la medicaciéon de estudio, la glucosa en sangre se ajusta a 5,5 mmol/L (100
mg/dL) £20% (nivel de pinzamiento euglucémico) sin ninguna infusién de glucosa durante la ultima hora antes de la
dosificaciéon. La infusién de insulina glulisina se interrumpe inmediatamente antes de la administracion de la
medicacion de estudio.

Cuando la glucosa en sangre se ha estabilizado durante al menos 1 hora dentro de un intervalo de 5,5 mmol/L (100
mg/dL) £20% sin ninguna infusién de glucosa, se administra el IP (= TO en D1 en TP1 a TP4, aproximadamente a las
09:00). Los sujetos reciben la medicacion de referencia o de ensayo (R, Ti3, véase la Tabla 4) asignada por
aleatorizacion. Las inyecciones se administran a la izquierda o derecha del ombligo.

La administracion de IP no se realiza antes de las 09:00 por la mafiana y no después de las 14:00 el Dia 1 en los
Periodos de Tratamiento 1 a 4. Si la glucosa en sangre no se estabiliza durante el pre-pinzamiento antes de las 14:00,
no se realiza la dosificacion. La visita se termina y el sujeto se programa para una nueva visita de dosificacion 1-7 dias
después.

La administracién del IP se realiza en condiciones de ayuno; el sujeto continGia en ayunas a lo largo de todo el periodo
de pinzamiento.

El nivel de glucosa en sangre de pinzamiento euglucémico se mantiene continuamente por medio de la infusién iv de
solucién de glucosa hasta que termina el pinzamiento.

El objetivo de cualquier suplemento de insulina basal es afiadir o incluso sustituir la secrecién de insulina endégena
entre comidas. En sujetos con secrecién de insulina endégena, invitados a participar en este estudio, la insulina
exogena proporcionaria la cantidad de insulina necesaria para disponer de la produccién de glucosa hepatica. Si se
hacen corresponder correctamente, no se necesita glucosa extra para compensar el exceso de insulina. La velocidad
de infusién de glucosa resultante se aproxima a cero. Una vez que cesa la accion de la insulina, se eleva la
concentracién de glucosa en sangre. Los tiempos hasta el inicio de la elevacion y los tiempos para que las
concentraciones de glucosa en sangre excedan umbrales predefinidos se leen por el Biostator™.

Las dosis seleccionadas de Lantus® U100 e insulina glargina U300 estan por encima de la necesidad basal media, lo
cual, a su vez, produce alguna demanda de glucosa reflejada en una GIR considerable hasta 36 horas.

El parametro correspondiente indicativo del rendimiento del pinzamiento, es decir, la precision para mantener la
glucosa en sangre al nivel basal de pinzamiento, es la variabilidad de la glucosa en sangre durante el periodo de
pinzamiento. Una medida para la variabilidad de la glucosa en sangre es el coeficiente de variacion (CV%) por
pinzamiento individual.

Un bajo coeficiente de variacion en la glucosa en sangre es un prerrequisito para evaluar de forma apropiada el efecto
de la insulina en situacién de pinzamiento.

El periodo de pinzamiento no debe exceder 36 horas después de la inyeccién de medicacién de estudio, el final
predefinido del pinzamiento.

Los sujetos continlan en ayunas durante todo el periodo de pinzamiento de glucosa (antes del pinzamiento y durante
el pinzamiento) aunque tienen acceso a agua ad libitum.

En caso de que la glucosa en sangre pase de 11,1 mmol/L (200 mg/dL) antes del final del pinzamiento durante 30
minutos después de cesar la infusién de glucosa y el investigador confirme que se ha excluido cualquier error posible
que conduzca a niveles de glucosa en sangre falsos por encima de 11,1 mmol/l (200 mg/dl), se administra insulina
glulisina usada en un momento previo a la administracién del IP del pinzamiento para prolongar el periodo de
observacion a 36 horas. En este caso, tiene que informarse al patrocinador.

Los sujetos se desconectan de la estacion de pinzamiento cuando la glucosa en sangre esta bien dentro del intervalo
isoglucémico.

Los participantes reanudan su medicacion previa al estudio el dia del alta en TP1 a TP4, es decir el Dia 2.

El efecto de los IP debe durar aproximadamente 24 - 36 horas, que es la causa de que los participantes permanezcan
en el instituto durante 2 dias.

Un periodo de eliminacién de 5 a 18 dias separa los dias del periodo de pinzamiento consecutivos, siendo preferido
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un periodo de 7 dias (7 dias entre dosificaciones consecutivas). La duracién del periodo de eliminacion varia
individualmente permitiendo que tanto el participante como el investigador lo ajusten segun sus necesidades. Por
experiencia, 5 dias constituyen un periodo minimo para la recuperaciéon que permite un pinzamiento por semana para
un participante, mientras que 18 dias representan una ruptura de 3 semanas entre dias de dosificacion, que permite
a los sujetos libertad para cumplir las obligaciones no relacionadas con el estudio, si es inevitable.

La seleccién y el D1 de TP1 no deben separarse mas de 28 dias, mientras que la EOS no debe realizarse antes de
D5 ni después de D14 después de la ultima dosificacién, respectivamente.

Tiempos de Muestreo Farmacodinamicos

Se extrae continuamente sangre venosa arterializada a una velocidad de 2 mL/h para la determinacion de la
concentracion de glucosa en sangre arterial cada minuto durante el periodo pre-pinzamiento (previo a la administracién
del IP) y el periodo de pinzamiento (hasta 36 horas después de la administracion del IP).

Se recogen muestras de sangre venosa arterializada (0,2 mL) para la calibracion del Biostator™ concurrente, que es
un requisito técnico, al menos en intervalos desde 30 minutos después de la conexién al Biostator™ hasta 36 horas
después de la medicacion.

Numero de Muestras Farmacodinamicas

La glucosa sanguinea se mide continuamente durante el procedimiento de pinzamiento. Ademas, se recogeran al
menos 74 muestras por sujeto y periodo de tratamiento para la calibracién del Biostator™ después de la administracion
del IP. En total se recogen 74*4*24 muestras o 7104 muestras (véase la tabla mostrada a continuacién).

Tabla 6 - NUmero de muestras de sangre y alicuotas por sujeto durante el pinzamiento

Periodos Glucosa? Glucosa®
TP1 Continuamente 74
TP2 Continuamente 74
TP3 Continuamente 74
TP4 Continuamente 74
Nimero total de muestras por sujeto Continuamente 296

@ monitorizacion continua de glucosa a 2 mL/h para PD

b calibracion

Procedimiento de Manipulacion Farmacodinamica

Tabla 7 - Procedimientos de Manipulacién de Muestras

Analito Volumen de Muestra de Procedimientos de Manipulacion
Sangre
Glucosa para PD 2mlL/h ninguno
Glucosa para calibracion 200 plL Sangre a introducir en capilares y después en
un recipiente de muestra para el analisis
inmediato

Parametros Farmacodinamicos

Se calcula el area bajo la GIR estandarizada para el peso corporal dentro de 36 horas (GIR-AUCo-36) y €l tiempo hasta
50% de la GIR-AUC total dentro de 36 horas (Ts0%-GIR-AUCo-35).

La duracién del control de la glucosa en sangre se toma como el tiempo en euglucemia desde la dosificacién a la
desviacion por encima del nivel de glucosa de pinzamiento (100 mg/dL). Los tiempos de glucosa en sangre controlada
dentro de margenes predefinidos se toman desde la dosificacién hasta umbrales especificados, por ejemplo, niveles
de glucosa en sangre a 110, 130 y 150 mg/dL.
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Ademas, se evalla la GIR corregida para el peso corporal suavizada maxima (GIRmax) y el tiempo necesario para
GlRméX, GlR'Tma’x.

Cuando sea apropiado se obtienen otros parametros suplementarios.

Seguridad

Caracteristicas demograficas basales

Las caracteristicas demogréficas basales consisten en:

Edad (afios)
Peso corporal (kg)
Altura (cm)

indice de Masa Corporal (IMC) (kg/m?2)

Evaluacion de Seguridad en el momento inicial y durante el estudio

Examen fisico en la seleccion: sistema cardiovascular, térax y pulmones, tiroides, abdomen, sistema nervioso,
piel y mucosa y sistema musculoesquelético e historia médica y quirirgica relevante, historia de diabetes
(diagnostico de diabetes, inicio del tratamiento con insulina, complicaciones a largo plazo); sélo se
documentan los hallazgos relevantes para el estudio.

Habito de fumar previo y actual

Examen fisico antes de la dosis y durante el estudio: sistema cardiovascular, abdomen y pulmones; sélo se
documentan los hallazgos relevantes para el estudio.

Temperatura corporal (aural)

Signos vitales: ritmo cardiaco, ritmo respiratorio y presién sanguinea sistélica y diastolica medida después de
10 minutos en posicién en reposo supina, ritmo cardiaco y presion sanguinea sistélica y diastélica también
después de 3 minutos en posicién de pie (excepto para mediciones no programadas cuando esta conectado
al Biostator™)

Ensayos de laboratorio (en condiciones en ayunas para muestras de sangre):

Hematologia: recuento de glébulos rojos (RBC), hematocrito (Hct), hemoglobina (Hb), recuento de glébulos
blancos (WBC) con diferencial (neutréfilos, eosindéfilos, basoéfilos, monocitos y linfocitos), plaquetas, INR y
aPTT.

Bioquimica:
- Electrolitos: sodio, potasio, bicarbonato, cloruro, calcio

- Funcién hepatica: AST, ALT, fosfatasa alcalina, gamma-glutamil transferasa (yGT), bilirrubina total y
conjugada

- Funcién renal: creatinina, BUN

- Metabolismo: glucosa, albumina, proteinas totales, colesterol total, triglicéridos, HbA1c (en la seleccién, D1
TP1y EOS), LDH, amilasa, lipasa, péptido C (solo seleccion)

- Toxicidad muscular potencial: creatinina fosfoquinasa (CPK)

- Serologia: antigeno de hepatitis B (Ag HBs), anticuerpos anti-nicleo de hepatitis B (Ab anti-HNc),
anticuerpos anti-hepatitis C (anti-HCV2), anticuerpos anti-VIH1 y anti-VIH2.

Obtencién de muestras de sangre: se recoge una muestra de sangre de 5 ml y se introduce en un tubo de
tapa roja, seco, y se centrifuga a aproximadamente 1500 g durante 10 minutos a 4 °C; el suero después se
transfiere a tres tubos de almacenamiento, que se tapan inmediatamente y se congelan en posicion vertical
a -20 °C. Esta muestra se usa si se produce cualquier problema de seguridad inesperado para asegurar que
se dispone de un valor basal previo a la administracion de farmaco para parametros no evaluados
previamente (por ejemplo, serologia). Si no se usa esta muestra, el investigador la destruye después de la
aprobacion del Patrocinador.

Analisis de orina: proteinas, glucosa, sangre, cuerpos cetonicos, pH
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- Cualitativo: se realiza un ensayo con tira reactiva en una muestra obtenida recientemente para la deteccion
cualitativa usando una tira reactiva;

- Cuantitativa: se necesita una mediciéon cuantitativa para el recuento de glucosa, proteinas, eritrocitos y
leucocitos en caso de que el ensayo de la muestra de orina sea positivo para cualquiera de los parametros

5 anteriores por tira reactiva en orina (por ejemplo, para confirmar cualquier parametro de tira reactiva positivo
por una medicién cuantitativa)

* Exploracion de drogas en orina: anfetaminas/metanfetaminas, barbituratos, benzodiazepinas, cannabinoides,
cocaina, opiaceos

e Ensayo de alcohol en el aliento
10 e Ensayo de embarazo/hormonas (si se trata de mujeres):
- 0O-HCG en sangre en la seleccién
- 0-HCGenorinaaTP1a TP4, Dia 1
- FSH/estradiol, si ha pasado la menopausia hace menos de 2 afios, en la seleccién Unicamente.
s Acontecimientos adversos: espontaneos notificados por el sujeto u observados por el Investigador
15 ¢ Telemetria de ECG (una sola derivacion)
s ECG de 12 derivaciones (automatico)
e Anticuerpos anti-insulina
Se toman muestras de sangre para ensayos de laboratorio en condiciones en ayunas.
Metodologia de ECG
20 Telemetria de ECG

s La telemetria de ECG se monitoriza continuamente por el personal médico. Todos los acontecimientos
arritmicos se documentaran por impresion y se incluiran en el CRF del sujeto. Esta documentacién permite
el diagnéstico del acontecimiento, el momento de aparicion y la duracion, y se firma por el Investigador o el
delegado. El registro de telemetria de ECG se conserva para un posible analisis posterior teniendo en cuenta

25 la exposicién al Producto de Investigacion.

ECG de doce derivaciones

¢ Se registran ECG de doce derivaciones después de al menos 10 minutos en posicién supina usando un
dispositivo electrocardiografico (MAC 5500™). Los electrodos se ponen en el mismo sitio para registro de
ECG a lo largo de todo el estudio (los sitios de conexiéon de las derivaciones se marcan con un boligrafo
30 indeleble).

s Los ECG siempre se registran antes del muestreo PK (si lo hay). Se extraen muestran PK en cuanto sea
posible (antes de que hayan transcurrido 15 minutos) después del ECG.

 (Cada ECG consiste en un registro de 10 segundos de las 12 derivaciones simultaneamente, que conduce a:

- una sola impresién de ECG de 12 derivaciones (25 mm/s, 10 mm/mV) con HR, PR, QRS, QT, evaluacién
35 de correccion automatica de QTc, incluyendo fecha, hora, iniciales y nimero del sujeto, firma del
investigador y al menos 3 complejos para cada derivacion. En el CRF se registra la opinién médica del

Investigador y los valores automaticos. Esta impresién se conserva al nivel del centro

- un almacenamiento digital que permite la lectura adicional final por un laboratorio central de ECG: cada

archivo digital se identifica por tiempo teérico (dia y hora DxxTxxHxx), fecha real y tiempo real (tiempo de

40 grabador), cédigo de estudio del Patrocinador, nimero del sujeto (es decir, 3 digitos) y nimeros de centro
y pais si es relevante.

* El registro digital, el almacenamiento de datos y la transmisiéon de datos (cuando se solicite) cumplen todos
los requisitos reguladores aplicables (es decir, FDA 21 CFR, parte 11).

Cuando se programan signos vitales, ECG y muestras de sangre al mismo tiempo que la administracién de un Producto
45 de Investigacion y/o una comida, se realizan antes de la administracion del Producto de Investigacién y/o la comida.
Siempre que las mediciones de signos vitales, ECG y muestras de sangre para PK, PD o seguridad coincidan, se
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respeta el siguiente orden: ECG, signos vitales, PD, PK y muestras de seguridad; para respetar la cronologia exacta
de las muestras PK (véase el diagrama de flujo para la ventana de tiempo para muestras PK), las otras medidas se
realizan antes del tiempo programado. El programa de evaluacién se adapta al disefio del estudio.

Tolerancia local en el sitio de inyeccion

Los hallazgos en el sitio de inyeccién (tales como eritema, edema, papulas, induracién, vesiculas, ampollas) se
califican principalmente de acuerdo con la Puntuacién de Irritacion Global. Una reaccién en el sitio de inyeccién local
con una puntuacién de z 3 de acuerdo con la escala de evaluacién se documenta adicionalmente como un
acontecimiento adverso.

Se pide a los sujetos que notifiquen sensaciones en el sitio de inyeccion.
Farmacocinética

Para la evaluacion de la farmacocinética de |a insulina glargina, se obtiene el area bajo la curva de concentracion de
insulina (INS-AUC) hasta 36 horas, INS-AUCo-36 y el tiempo hasta 50% de INS-AUCo-36. Ademads, se obtiene la
concentracién maxima de insulina INS-Cmax, y el tiempo hasta Cmax (INS-Tmax).

Tiempos del Muestreo

Se recoge sangre para la determinacién de las concentraciones de insulina glargina en los puntos de tiempo OH, 1H,
2H, 4H, 6H, 8H, 12H, 16H, 20H, 24H, 28H, 32H y 36H después de la inyeccién de la medicacion de estudio.

Numero de Muestras Farmacocinéticas

Tabla 8 - Nimero de muestras de sangre por sujeto

Periodos Insulina (glargina)
Periodo de Tratamiento 1 13
Periodo de Tratamiento 2 13
Periodo de Tratamiento 3 13
Periodo de Tratamiento 4 13
Nimero total de muestras por sujeto 52
Numero total de muestras? 52*24 = 1248

@ suponiendo que 24 sujetos completaron el estudio

Procedimiento de Manipulaciéon Farmacocinética
El tiempo exacto de administracion de IP y la recogida de muestras deben registrarse en el CRF.
Parametros Farmacocinéticos

Se calculan los siguientes parametros farmacocinéticos, usando métodos no compartimentales para las
concentraciones de insulina glargina después de una sola dosis. Los parametros incluyen, pero sin limitacién, los
siguientes.

Tabla 9 - Lista de parametros farmacocinéticos y definiciones

Parametros Farmaco/Analito Definiciéon/Calculo
Cmax Insulina Concentracién maxima observada
Tmax Insulina Primer tiempo para alcanzar Cmax
AUCo-36 Insulina Area bajo la curva de concentracion frente al

tiempo calculada usando el método trapezoidal
desde tiempo cero a 36 horas después de la
dosificacion

Ts0%-AUC Insulina Tiempo hasta 50% de AUCo-35
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Volumen de Sangre Muestreada

Tabla 10 - Volumen de Sangre Muestreada

Tipo Volumen por Muestra  Numero de Muestra Total
Serologia 2mL 1 2mL
Hematologia 2,7 mL 5 13,5 mL
Coagulacién 2mL 3 6 mL
Bioquimica 5mL 3 15 mL
Obtencién de Muestra 5mL 1 5mL
Insulina 3mL 13*4 156 mL
Calibracién de glucosa 0,2 mL 74*4 59,2 mL
Glucosa continuamente 2 mbL/h 40*4 320 mL
B-HCG (si se trata de mujeres)? 0 mL 1 0 mL
FSH/estradiol (si se trata de 0 mL 1 0 mL
mujeres)?
Anticuerpos anti-insulina 3mL 2 6 mL
Total 582,7 mL

2incluido en serologia

b si ha tenido la menopausia hace menos de 2 afios

Medidas para proteger el disefio ciego del ensayo

Para mantener el disefio ciego, una tercera persona que conoce el tratamiento esta implicada para dispensar y
administrar el IP. Esta persona no esta implicada de otra forma en el estudio ni forma parte del equipo de estudio en
la CRO o patrocinador. Esta persona coge el codigo aleatorio proporcionado por sanofi-aventis y no desvela el cédigo
aleatorio ni ninguna otra informacién a ninguna otra persona. Por razones de seguridad, el codigo de aleatorizacion
de tratamiento esta descubierto para la notificacién a la Autoridad Sanitaria de cualquier Reaccién Adversa al Farmaco
Inesperada Sospechosa (SUSAR) y asociada de forma razonable con el uso del IP de acuerdo con el criterio del
Investigador y/o el Patrocinador.

Seguridad del sujeto

El Investigador es la persona principal responsable para tomar cualquier decision clinicamente relevante en caso de
problemas de seguridad.

Si se considera necesario, debe preverse la opinién de un especialista de una manera oportuna (por ejemplo, fallo
renal agudo, convulsiones, erupciones cutaneas, angioedema, paro cardiaco, modificaciones electrocardiograficas,
etc.).

Ejemplo 12: Procedimientos de Estudio
Programa de Visitas
Procedimientos de Seleccion

Los procedimientos de seleccién se realizan en los 28 dias hasta los 3 dias previos a la inclusion para determinar la
elegibilidad de los sujetos para la participacion. El sujeto recibe informacion del investigador sobre los objetivos y
procedimientos del estudio. El sujeto firma el consentimiento informado antes de cualquier accién relacionada con el
estudio. El registro de acontecimientos adversos empieza posteriormente.

Antes de la seleccion, los sujetos han permanecido en ayunas (con la excepcién de agua) durante 10 horas
(excluyendo una pequeiia cantidad de carbohidratos como contramedida para hipoglucemias, si es necesario).

La visita de seleccion incluye las siguientes investigaciones:
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1. Demografia (edad, sexo, raza, habito de fumar pasado y actual, altura, peso corporal y IMC).

2. Examen fisico (sistema cardiovascular, térax y pulmones, tiroides, abdomen, sistema nervioso, piel y
mucosas Yy sistema musculoesquelético) e historia médica y quirlrgica relevante, historia de diabetes
(diagnostico de diabetes, inicio del tratamiento de insulina, complicaciones a largo plazo); s6lo se documentan
los hallazgos relevantes para el estudio.

3. Tratamientos previos relevantes y todos los tratamientos concomitantes, régimen medio de insulina en los
ultimos 2 meses antes de la entrada en el estudio.

4. ECG (estandar, 12 derivaciones), mediciones de signos vitales (pulso, ritmo presién sanguinea sistélica y
diastélica medida después de 10 minutos en posicion de reposo supina, y después de 3 minutos en posicién
de pie) y temperatura corporal central (aural).

5. Ensayos de laboratorio con hematologia: HbA1c, péptido C, quimica clinica, serologia, analisis de orina,
exploracion de drogas en orina, ensayo de alcohol en el aliento, 0-HCG y ensayo de FSH/estradiol en sangre
(s6lo en mujeres, si es aplicable).

Se permite un segundo ensayo antes de que haya transcurrido una semana, siendo concluyente el resultado del Gltimo
ensayo.

Los sujetos que cumplen todos los criterios de inclusién, y ninguno de los criterios de exclusién, son elegibles para la
visita de inclusién.

En caso de fallos en la seleccion, los resultados basicos del examen de seleccién se registran en los documentos
fuente.

Procedimientos de Inclusién (Dia 1 de Periodo de Tratamiento 1)

Los sujetos, cualificados para inclusion en el estudio, se admiten en la clinica en ayunas la mafiana de D1 de TP1
aproximadamente a las 07:00.

El examen de inclusion se realiza en el primer de dosificacién (D1, TP1) e incluye las siguientes investigaciones:

Examen fisico con historia médica actualizada (AE), medicacién previa/concomitante y temperatura corporal
aural

Peso corporal, IMC (altura medida en la seleccién)

ECG (estandar, 12 derivaciones), mediciones de signos vitales (ritmo cardiaco, velocidad respiratoria, presién
sanguinea sistélica y diastélica medida después de 10 minutos en posicién en reposo supina, y después de
3 minutos en posicién de pie)

Ensayos de laboratorio con hematologia, quimica clinica, andlisis de orina, exploracién de farmaco en orina,
ensayo de alcohol en el aliento, ensayo de 0-HCG en orina (solo mujeres, si es aplicable).

Cada sujeto recibe un nimero de identificacién creciente de acuerdo con el orden cronolégico de su inclusion en el
estudio.

La aleatorizacién se realizaen D1/ TP1 después de la confirmacién de la elegibilidad de los sujetos por el Investigador.
Si se aleatoriza mas de un sujeto al mismo tiempo, los sujetos se aleatorizan consecutivamente de acuerdo con el
orden cronolégico de inclusién la mafiana del Dia 1/ TP1, es decir, el sujeto con el menor nimero de sujeto recibe el
siguiente numero de aleatorizacién disponible.

Los resultados de los ensayos de laboratorio de D1/TP1 son valores basales y se consideran confirmatorios, con la
excepcion del ensayo de [0-HCG en orina (basado en las muestras recogidas durante la visita de seleccién) que debe
ser negativo.

Si un sujeto finalmente se incluye, se toma una muestra de sangre para archivar y para determinar los anticuerpos
anti-insulina (Unicamente en D1/TP1).

Descripcién por tipo de visita
Periodos de Tratamiento 1-4 (D1 a D2)

Para prevenir la interferencia del tratamiento con insulina convencional de los sujetos con la medicién de pinzamiento,
los sujetos se abstienen de usar insulinas basales y cambiar a

* productos de insulina de accién intermedia o corta desde 48 horas antes de la dosificacion en D1 de TP1 a
TP4, si estan usando productos de insulina de accidén prolongada, es decir Lantus® (insulina glargina),
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Levemir® (determir) o insulina ultralenta,

¢ insulinas de accion corta desde las 24 horas previas a la dosificacion en D1 de TP1 a TP4 si estan utilizando
productos de insulina de accién intermedia, es decir, insulina NPH

La dltima inyeccién subcutanea de insulina de accién corta no se realiza después de 9 horas antes de la administracion
del IP. Los sujetos con terapia con bomba interrumpen la infusion de insulina la mafiana del Dia 1, al menos 6 horas
antes de cada administracién del IP (aproximadamente a las 03:00, asumiendo el inicio de la administracion de IP a
las 09:00).

Tras la llegada a la clinica, se pide alos sujetos que se aseguren de que no han tenido cambios clinicamente relevantes
en su estado fisico desde la visita previa, que han estado cumpliendo con las restricciones generales y dietéticas
definidas en el protocolo y que cambiaron su tratamiento de insulina, si era necesario. La violacién del criterio del
estudio excluye la participacién adicional del sujeto en el estudio. Dependiendo del tipo de violacién, un sujeto puede
excluirse sélo del dia de estudio particular, permitiendo una repeticién del programa del dia de estudio una vez, o
durante el estudio entero.

Cualquier cambio en el estado de salud y la medicacién concomitante de los sujetos desde la Ultima visita se presentan
en los registros médicos del sujeto (fuente) y el CRF.

Por la mafiana poco antes de la administraciéon de la medicacién de estudio (D1 de cada TP), se registran el peso
corporal, signos vitales, ECG de 12 derivaciones, monitorizacion de ECG y temperatura corporal central, y se realizan
un andlisis de orina y una exploracién de drogas y alcohol en orina.

La cantidad de insulina glargina necesaria para la inyeccion se calculara de acuerdo con el peso corporal del sujeto.

La hematologia se analiza para ver si se esta produciendo anemia el Dia 1 del Periodo de Tratamiento 3. Si el resultado
es positivo, el intervalo de eliminacién entre los Periodos de Tratamiento 3 y 4 se extiende al maximo permitido de 18
dias o el inicio de TP4 se pospone hasta que se hayan normalizado los parametros hematologicos. Se realiza una
evaluacién hematolégica adicional el Dia 1 del Periodo de Tratamiento 4.

Los sujetos permanecen en ayunas (con la excepcion de agua) hasta el final del pinzamiento euglucémico.

Después, los sujetos se preparan para el inicio del procedimiento de pre-pinzamiento con tres vias venosas conectadas
a un dispositivo de lectura de glucosa automatico (Biostator™) y permanecen en posicién semi-recostada durante todo
el periodo de muestreo. Aproximadamente a las 07:30, se introduce una canula en una vena dorsal de la mano o una
vena lateral de la mufieca del brazo izquierdo y se conecta al Biostator™ para extraer de forma continua sangre venosa
arterializada para la determinacién de la concentracién de glucosa en sangre. La mano izquierda se pone dentro de
una caja caliente (“Hot-Box”), que proporciona una temperatura de aire de aproximadamente 55 °C, permitiendo la
arterializacién de la sangre venosa. Se pone una segunda via venosa en la vena antecubital del brazo izquierdo y se
usa para recoger muestras para la determinacién de glucosa en sangre de referencia y para la determinacién de
insulina. Se introduce una canula en una tercera vena en el antebrazo contralateral que permite la infusién de solucién
salina al 0,9% y solucién de glucosa al 20% con una bomba en el Biostator™ o insulina glulisina con una bomba
externa.

Desde la insercién de los catéteres vasculares hasta 60 min antes de la administracion de la medicacion de estudio a
aproximadamente las 09:00 el D1, se mantiene el nivel de glucosa en sangre dentro de 4,4 a 6,6 mmol/l (80-120 mg/dl,
pre-pinzamiento). Dependiendo del nivel de glucosa en sangre, se administra una inyeccion intravenosa en embolada
adicional de insulina glulisina para mantener la glucosa en sangre dentro del intervalo diana. En la hora previa a la
administracion de la medicacién de estudio no se administran inyecciones intravenosas en embolada hasta que
termina el pinzamiento. Se toman muestras de sangre adicionales para la determinacién de la glucosa en sangre en
intervalos de al menos 30 min para comprobar frente a una referencia de laboratorio basandose en el método de
glucosa oxidasa. Si es necesario, el Biostator™ se recalibra de acuerdo con los resultados del método de referencia
de laboratorio.

Las velocidades de infusion de insulina se ajustan de forma individual. Mientras se mantiene la glucosa en sangre al
nivel diana, se minimiza tanto la velocidad de infusién de insulina como la velocidad de infusién de glucosa durante la
fase preparatoria de pinzamiento. La solucion de insulina glulisina se infunde por medio de una bomba de infusién de
alta precision (Terumo Spritzenpumpe TE 311™), y la solucién de glucosa al 20% se aplicara por una bomba de infusion
de alta precision (Terumo Spritzenpumpe TE 171™).

El nivel de pinzamiento se ajusta 60 min antes de la administracién de la medicacién de estudio para mantener la
glucosa en sangre aproximadamente a 5,5 mmol/L (100 mg/dL) hasta el final del periodo de pinzamiento. El pre-
pinzamiento se prolonga y la administracién de IP se pospone hasta las 14:00 en caso de que el nivel de glucosa
diana no se haya conseguido durante la fase preparatoria (pre-pinzamiento). Si no puede establecerse el nivel de
glucosa diana hasta las 14:00, la visita se termina y el sujeto puede programarse para una nueva visita de dosificacion
1 - 7 dias después.
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La infusién de insulina glulisina se interrumpe inmediatamente antes de la administracion de la medicacion de estudio.
La primera muestra de insulina para PK se toma inmediatamente después. Aproximadamente a las 09:00, se
administra la medicacion de estudio (Tabla 4),

* ¢l tratamiento de Referencia (R, 0,4 U/kg Lantus® U100)
* 0 el tratamiento de Ensayo (T1-3} en un sitio periumbilical
de acuerdo con el plan de aleatorizacion, usando una técnica de plegamiento de piel estandarizada.

Durante el pinzamiento, se realizan ECG de 12 derivaciones 2 y 12 horas después de la inyeccion del IP y al final del
pinzamiento.

La medicacién de estudio se administra preferiblemente por la misma persona durante todo el estudio. El final de la
inyeccion define el tiempo cero (T0), que define el tiempo de inicio del periodo de pinzamiento posterior y el muestreo
PK.

Todos los periodos de observacién de pinzamiento duran 36 horas y, por lo tanto, terminan aproximadamente a las
21:00 en D2, el final de pinzamiento predefinido. Posteriormente, los sujetos se desconectan de la estacion de
pinzamiento euglucémico cuando la glucosa en sangre esta bien dentro del intervalo isoglucémico, reciben una comida
y su tratamiento de insulina habitual.

En caso de que la glucosa en sangre supere los 11,1 mmol/L (200 mg/dL} durante el periodo de pinzamiento durante
30 minutos después del cese de la infusién de glucosa y el investigador confirme que se ha excluido cualquier posible
error que conduzca a niveles falsos de glucosa en sangre por encima de 11,1 mmol/L (200 mg/dL), se administra el
analogo de insulina de accién rapida (por ejemplo, insulina glulisina) usado antes de la administracion del IP del
pinzamiento para prolongar el periodo de pinzamiento a 36 horas para el muestreo de sangre farmacocinético. En este
caso, tiene que informarse al patrocinador. Posteriormente, los sujetos se desconectan de la estacién de pinzamiento
euglucémico cuando la glucosa en sangre esta bien dentro del intervalo isoglucémico, reciben una comida y su
tratamiento habitual de insulina.

La reaccion en el sitio de inyeccion se evalla 15 minutos asi como una hora después de la inyeccion de la medicacion
del estudio y se documenta como un AE si se observa una puntuacién = 3 de acuerdo con la escala de evaluacién.

Antes de recibir el alta, se sirve una comida ad libitum y se reanudara el tratamiento habitual con insulina. Se repiten
las mediciones de signos vitales (ritmo cardiaco; presién sanguinea sistolica y diastélica medida después de 10
minutos en la posicién en reposo supina, y después de 3 minutos en posicion de pie) y se mide la glucosa en sangre
(la lectura de glucosa en sangre debe estar por encima de 80 mg/dl). Los sujetos reciben el alta el D2 de TP1 a TP4
después de asegurar su bienestar por el investigador.

Visita de final de estudio

Los sujetos vuelven para una visita de final de estudio (EOS) entre D5 y D14 después de la Gltima dosificacion en TP4.
Los sujetos han permanecido en ayunas (con la excepcién de agua) durante 10 afios. EI EOS incluye las siguientes
investigaciones:

Examen fisico (peso, temperatura corporal) con historia médica actualizada
ECG, medicién de signos vitales

Ensayos de laboratorio con hematologia, HbA1¢, bioquimica, andlisis de orina, y si se trata de mujeres un ensayo de
0-HCG en sangre.

Cualquier AE producido o medicacion concomitante tomada desde TP4
Muestra de sangre para la determinacion de anticuerpos anti-insulina

El Investigador asegura que, basandose en todos los resultados clinicos disponibles, el sujeto puede recibir el alta del
estudio de forma segura.

Restriccion (Restricciones) del estudio

Los sujetos cesan su tratamiento habitual con insulina los Dias -2 a -1, dependiendo del tipo de insulina usada (accion
prolongada, NPH, intermedia). Posteriormente, los niveles de glucosa en sangre se controlan Unicamente por multiples
inyecciones subcutaneas de la insulina de accion corta habitual.

El tratamiento habitual con insulina se reanuda después del alta el Dia 2 en TP1 a TP4.

Los sujetos no toman ninguna medicacion concomitante que interfiera con el control metabélico o la sensibilidad a la
insulina de los sujetos a lo largo del estudio y en las dos semanas previas al estudio.
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No se permite el consumo de bebidas alcohdlicas, zumo de pomelo y bebidas estimulantes que contengan derivados
de xantina (té, café, bebidas de tipo Coca-Cola, chocolate) en las 24 horas previas a la administracion de cada
medicacion de estudio hasta el final del pinzamiento.

Se administra zumo de naranja o carbohidratos similares como medidas correctoras de hipoglucemias durante el
pinzamiento si no se contrarrestan de forma adecuada por la infusién intravenosa de glucosa cuando el paciente esta
conectado al Biostator™.

No se permite ninguna actividad fisica fuerte durante los 2 dias previos a cada administracion de la medicacion de
estudio.

En el estudio se incluyen sujetos que fuman 5 o menos cigarrillos al dia y los sujetos pueden fumar durante el estudio,
excepto el D1y D2 de TP1 a TP4.

El dia de la seleccion, los sujetos entran en la unidad después de una noche de ayuno de al menos 10 horas
(excluyendo una pequefia cantidad de carbohidratos como contramedida de hipoglucemia, si es necesario).

La mafiana del Dia 1 en TP1 a TP4, los sujetos se admiten en la clinica después de una noche en ayunas de al menos
10 horas y permanecen en ayunas hasta el final del periodo de pinzamiento el Dia 2. Después de la finalizacion del
pinzamiento se sirve una comida ad limitum.

El suministro de fluidos es de al menos 2500 mL para cada periodo de 36 horas.
Definicién de datos fuente

Todas las evaluaciones indicadas a continuacién que se presentan en el CRF se confirman por documentacion fuente
identificada y firmada de forma apropiada, relacionada con:

» identificacion del sujeto
» historia médica (en caso de reaccién alérgica)
s examen clinico, signos vitales, peso corporal y altura, temperatura corporal;
¢ evaluaciones de laboratorio, ECG
» puntos de tiempo farmacocinéticos
e fechas y horas de visitas y evaluaciones
* acontecimientos adversos
¢ administracién del IP
¢ medicacion previa/concomitante
e inicio/final del procedimiento de pinzamiento, datos de pinzamiento
Ejemplo 13: Consideraciones estadisticas
Determinacion del tamafio de muestra
El objetivo primario del estudio es evaluar el efecto metabdlico relativo para la insulina glargina administrada como
una dosis de U100 (R) y tres dosis diferentes de U300 (T1 a Ts). Basandose en los datos del estudio PKD10086, puede

esperarse un valor de aproximadamente 0,375 para la SDdentro de GIR-AUCHinal de pinzamiento €N |2 escala transformada
en logaritmos naturales. Para el célculo del tamafio de muestra se usaron SD dentro del sujeto entre 0,325 y 0,425.

La Tabla 11 muestra la imprecision maxima (en términos del intervalo de confianza de 90%) para una relacién de
tratamiento por parejas de medias geométricas ajustadas que se obtendran con una exactitud de 90%, para un nimero
total de sujetos N entre 16 y 24, suponiendo una SD dentro del sujeto verdadera con valores entre 0,325 y 0,425 para
log GIR-AUCo3s.
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Tabla 11 - Imprecision maxima para cualquier relaciéon por parejas

Nivel de confianza: 90% Anchura maxima IC 90% para una relacién

observada igual a
Exactitud: 90%

SD dentro del

Sl;jse;;:n Nt]merc_) total Impr’e(_:isién
logaritmica de sujetos Maxima 06 05 1
(%)
0,325 16 19,7 (0,48;0,75) (0,64;1,00) (0,80;1,25)
20 17,5 (0,49;0,73) (0,66;0,97) (0,82;1,21)
24 15,9 (0,50;0,71) (0,67;0,95) (0,84;1,19)
0,350 16 21,0 (0,47;0,76) (0,63;1,01) (0,79;1,27)
20 18,7 (0,49;0,74) (0,65;0,98) (0,81;1,23)
24 17,0 (0,50;0,72) (0,66;0,96) (0,83;1,21)
0,375 16 22,4 (0,47;0,77) (0,62;1,03) (0,78;1,29)
20 19,9 (0,48;0,75) (0,64;1,00) (0,80;1,25)
24 18,1 (0,49;0,73) (0,65;0,98) (0,82;1,22)
0,400 16 23,7 (0,46;0,79) (0,61;1,05) (0,76;1,31)
20 21,1 (0,47;0,76) (0,63;1,01) (0,79;1,27)
24 19,2 (0,48;0,74) (0,65;0,99) (0,81;1,24)
0,425 16 24,9 (0,45;0,80) (0,60;1,07) (0,75;1,33)
20 22,3 (0,47;0,77) (0,62;1,03) (0,78;1,29)
24 20,3 (0,48;0,75) (0,64;1,00) (0,80;1,25)

Con 20 sujetos, si la SD dentro del sujeto verdadera de GIR-AUCo-36 es de hasta 0,375, la relacion del tratamiento se
estimara con una imprecision maxima de 19,9% (es decir el valor de Cl de 90% sera de 0,80 y 1/0,80 = 1,25 veces la
relaciéon observada) con una exactitud de 90%.

Se incluiran 24 sujetos para tener 20 sujetos que completen el estudio.
Descripcion de los sujetos
Disposicién de sujetos

Se genera un resumen detallado de la contabilidad de sujetos incluyendo el nimero de sujetos incluidos, aleatorizados,
expuestos (es decir, que recibieron cualquier cantidad de medicacion de estudio), que completaron el estudio (es decir,
sujetos que completaron todos los periodos de tratamiento del estudio), y que interrumpieron el tratamiento junto con
las razones principales para la interrupcion.

La disposicion de sujetos en la visita final se presenta en una lista que incluye el grupo de secuencia, el estado de
disposicién al final del estudio con la fecha de |a ultima administracién del farmaco de estudio, la fecha de visita final,
y la razén de la interrupcion. Todos los abandonos del estudio que tengan lugar durante o después del inicio de la
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primera administracién del farmaco de estudio se documentan completamente en el cuerpo del informe de estudio
clinico (SCR).

Desviaciones del protocolo

Antes del cierre de los datos del estudio, se examinan las desviaciones del Protocolo de Ensayo Clinico con respecto
a los criterios definidos para la definicién de poblaciones y otros criterios de estudio que incluyen:

¢ Criterios de inclusién y exclusion
s Cumplimiento del tratamiento
¢ Cumplimiento del Protocolo de Ensayo Clinico con respecto a terapias prohibidas

¢ Cumplimiento del Protocolo de Ensayo Clinico con respecto a intervalos entre visitas y duraciéon total del
tratamiento;

s Sise realiz6 la actividad planeada y evaluacién de seguridad, etc.

Las desviaciones cubiertas incluyen, pero sin limitacion:
s Sujetos sin ninguna evaluacion (de cualquier variable) después de la aleatorizacion;
¢ Sujetos no expuestos;
s Sujetos sin ninguna evaluacion de la variable primaria (si es relevante);
s Sujetos que entraron en el estudio aunque no cumplieron los criterios de inclusion;
s Sujetos que desarrollaron criterios de abandono durante el estudio pero no abandonaron;
s Sujetos que recibieron el tratamiento incorrecto o una dosis incorrecta;
s Sujetos que recibieron una medicacion concomitante prohibida.
Las desviaciones importantes se presentan y se resumen.

Poblacién de analisis

Todas las exclusiones de cualquier poblacién de analisis (farmacodinamica, farmacocinética y/o de seguridad) se
documentan completamente en el CSR.

Los sujetos excluidos de cualquier poblacién de analisis se presentan con la secuencia de tratamiento y con la razén
de la exclusion. Cualquier informacién relevante se documenta completamente en el CSR. Las frecuencias de sujetos,
en general y por tratamiento, para las poblaciones de andlisis se presentan en tablas.

En caso de sujetos que han recibido tratamientos que diferian de los asignados de acuerdo con el programa de
aleatorizacion, se realizan analisis de acuerdo con el tratamiento recibido en lugar de analisis de acuerdo con el
tratamiento aleatorizado.

Poblacién farmacodinamica

Todos los sujetos sin ninguna desviacién importante relacionada con la administracion del farmaco de estudio, y para
los que se dispone de parametros PD, se incluyen en la poblacién farmacodinamica. En caso de sujetos con perfiles
de PD insuficientes en uno pero no los dos periodos de tratamiento, se incluyen parametros de los perfiles suficientes
en el andlisis.

En caso de sujetos que reciben (por razones de seguridad) insulina glulisina dentro del periodo de observacién de 36
horas después de la dosificacion del IP, sélo se tienen en cuenta los datos farmacodinamicos hasta el momento de la
administracién de insulina glulisina.

Exclusiones del anélisis farmacodinamico

Todas las exclusiones del analisis farmacodinamico se presentan junto con las razones. Las exclusiones se deciden
y documentan basandose en la revision de los datos antes del cierre de la base de datos y del descubrimiento del
disefio ciego.

Poblacién de seguridad

Todos los sujetos que se expusieron a cualquier tratamiento de estudio comparativo, independientemente de la
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cantidad de tratamiento administrado, se incluyen en la poblacion de seguridad.
Poblaciones farmacocinéticas

Todos los sujetos sin ninguna desviacién importante relacionada con la administracion del farmaco de estudio, y para
los que se dispone de parametros PK de insulina, se incluyen en la poblacién farmacocinética. En caso de sujetos con
perfiles PK de insulina insuficientes en uno pero no todos los periodos de tratamiento, se incluyen parametros de los
perfiles suficientes en el analisis.

El ensayo bioanalitico para la insulina glargina interfiere con otras insulinas tales como insulina glulisina. Por lo tanto,
se excluyen de la evaluacién los datos farmacocinéticos para insulina glargina de los sujetos que han recibido (por
razones de seguridad) insulina glulisina dentro del periodo de observacion de pinzamiento de 36 horas después de la
administracion del IP.

Caracteristicas demogréficas y basales
Caracteristicas demograficas de los sujetos, historia médica y diagnosticos

Se recogen los siguientes datos: sexo, edad, altura, peso y raza. El indice de masa corporal (IMC) basal por sujeto se
calcula a partir de los datos de peso corporal y altura previos a la dosis:

IMC = peso corporal [kg] / (altura [m])?

Todas las variables en relacién con las caracteristicas demograficas y de fondo se presentan individualmente y se
resumen para la poblacién de seguridad.

Las desviaciones de los criterios de inclusién relacionados con la historia médica y los diagnésticos se presentan y
describen individualmente.

Parametros de seguridad basales

Para las variables de seguridad, se toma como valor basal el Gltimo valor programado antes de la administracion del
farmaco de estudio dentro del periodo o dentro del estudio, lo que sea aplicable para la variable. Si el valor basal
previo a la dosificacién se vuelve a comprobar antes de la dosificacién, el valor que se ha vuelto a comprobar se
considera el valor basal y se usa en los parametros estadisticos.

Grado de exposicién al tratamiento de estudio y cumplimiento

Los detalles de la dosificacién del farmaco de estudio y la informacién complementaria se presentan individualmente
y se resumen si es apropiado.

Se resumen por tratamiento las dosis totales individuales de insulina glargina.
Medicacion/terapia previa/concomitante

Las medicaciones/terapias previas y concomitantes (si las hay) se codifican de acuerdo con la Lista de Referencia de
Farmacos de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO-DRL, ultima versién en uso en el momento del cierre de la
base de datos) y se presentan individualmente.

La medicacién de insulina concomitante (subcutéanea) se presenta por separado.

La infusién o embolada de insulina administrada en cualquier momento durante el procedimiento de pinzamiento se
presenta o representa a lo largo del tiempo en una base individual. La infusiéon o embolada de insulina administrada
después de la dosificacion durante el procedimiento de pinzamiento se presenta en una base individual.

Analisis de variables farmacodinamicas

Todos los andlisis farmacodindmicos incluyen datos de la poblacién farmacodinamica. No se realiza ningln ajuste del
nivel alfa para multiples analisis.

Para la farmacodinamica de la insulina glargina, se registra continuamente la concentracién de glucosa en sangre y la
velocidad de infusion de glucosa (GIR) durante el procedimiento de pinzamiento.

Los anadlisis estadisticos comparan los tratamientos de ensayo (T1 a T3) con el tratamiento de referencia (R).
Descripcion de variables farmacodinamicas

Para conseguir comparabilidad entre la dosificacién de insulina ajustada al peso corporal de los sujetos, todos los
valores de GIR se dividen por el peso corporal de los sujetos en kg para el analisis. De esta manera, en lo sucesivo,
si no se indica otra cosa, GIR siempre se refiere a la velocidad de infusion de glucosa estandarizada para el peso
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corporal.
Variable PD primaria
La siguiente variable PD se considera primaria.

e Areabajo la curva de velocidad de infusion de glucosa estandarizada para el peso corporal frente al tiempo
[GIR-AUCo-36 (M@/kg)]

El valor de GIR-AUCo-36 se calcula de acuerdo con la regla rectangular para la funcidon constante por etapas con la
escala de tiempo en minutos.

Variables de PD secundarias
Las siguientes variables de PD son derivadas y se consideran secundarias:
¢ Tiempo (h) hasta 50% de GIR-AUCo-3s [Ts0%- GIR-AUCo-35 ()]

s Velocidad de infusion de glucosa estandarizada para el peso corporal suavizada maxima [GIRmax
(mg*min/kg)]

s Primer tiempo después de la dosificacion para alcanzar GIRmax [GIR-Tmax (h}]

s La duracién de euglucemia (tiempo hasta la elevacién del perfil de glucosa en sangre suavizado por
encima del nivel de pinzamiento) se calcula como el tiempo transcurrido desde la dosificacién hasta el
ultimo valor de la curva de concentracion de glucosa en sangre suavizada de o por debajo de 105 mg/dL

s Las duraciones de la glucosa en sangre controlada dentro de margenes predefinidos se definen como el
tiempo transcurrido desde la dosificacién hasta el dltimo valor de la curva de concentracion de glucosa en
sangre suavizada de o por debajo de

- 110 mg/dL

- 130 mg/dL

- 150 mg/dL
Suavizado

El maximo de la GIR estandarizada para el peso corporal de partida esta sujeto a las interferencias en el ajuste de la
GIR. De esta forma, la obtencién de GIRmax y el tiempo hasta GIRmax se basa en una técnica de suavizado LOESS
(regresion ponderada localmente en graficos de dispersion de suavizado) para los datos de GIR estandarizados para
el peso corporal de partida. Debido a la morfologia esperada de los petfiles de GIR conocidos con Lantus®, se us6 un
factor de suavizado de 6% (SAS®, PROC LOESS, factor 0,06).

Los niveles de glucosa en sangre estan sujetos a interferencias. Por lo tanto, la duracién de la euglucemia y la duracién
del control de glucosa en sangre se basan en una técnica de suavizado LOESS (regresioén ponderada localmente en
graficos de dispersion de suavizado) para los niveles de glucosa en sangre de partida. Debido a la morfologia
esperada, se usa un factor de suavizado de 6% (SAS®, PROC LOESS, factor 0,06).

En caso de un suavizado inadecuado, se usa un factor de suavizado diferente para un andlisis adicional.
Variables de PD adicionales
Se obtienen otros parametros tales como:

* Tiempo hasta el final de la infusién de glucosa, como el tltimo tiempo después de la dosificacion con GIR
por encima de cero.

Se obtienen otras variables de PD si se considera necesario para la interpretacion
de los resultados.
Andlisis primario de PD

Antes del analisis descrito mas adelante, los valores de GIR-AUCo3s se transforman en logaritmos (logaritmos
naturales).

El valor de GIR-AUCo-36 transformado en logaritmo se analiza con un modelo lineal de efectos mixtos con términos
fijados para secuencia, periodo y tratamiento.
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log(parametro) = secuencia + periodo + tratamiento + error

y con una matriz R no estructurada de varianzas y covarianzas de tratamiento (i, i) para el sujeto dentro de bloques
de secuencia, usando SAS PROC MIXED.

Se obtiene un intervalo de confianza (IC) de 90% para la relacién de medias geométricas de tratamiento (T1/R, T2/R,
Ts/R) calculando la estimacion e IC de 90% para la diferencia entre medias de tratamiento dentro del marco del modelo
lineal de efectos mixtos, y después convirtiendo la relacién de medias geométricas por la transformacion
antilogaritmica. Se concluye equivalencia si el IC de 90% para la relacién esta totalmente dentro del intervalo de
referencia de equivalencia de 0,80 a 1,25.

Se proporcionan listas de relaciones individuales (tratamientos de ensayo frente a tratamiento de referencia) con los
correspondientes parametros estadisticos descriptivos.

Analisis secundario/analisis de variables secundarias
Presentaciones descriptivas para perfiles de GIR

Se representan GIR estandarizados por peso corporal individual (mg*min/kg) para valores de partida acumulativos y
suavizados.

Se representan perfiles de la media y mediana de los valores de GIR estandarizados para el peso corporal, asi como
la mediana del porcentaje de los perfiles acumulativos a lo largo del tiempo, por tratamiento.

Los graficos acumulativos cubren el tiempo entre la dosificacién y el final del pinzamiento.
Presentaciones descriptivas para parametros de PD derivados

Los parametros de PD se presentan individualmente y se generan parametros estadisticos descriptivos por
tratamiento.

Relaciones de tratamiento para parametros de PD secundarios

Se obtienen relaciones de tratamiento (T1/R, T2/R, Ta/R) con limites de confianza para la velocidad de infusion de
glucosa estandarizada maxima [GIRmax (mg*min/kg}] usando el modelo lineal de efectos mixtos correspondiente como
se ha descrito anteriormente para el analisis primario. Las comparaciones exploratorias entre tratamientos se basan
en criterios de bioequivalencia convencionales (limites de confianza de 90% de 0,80 a 1,25).

La distribucion de valores de GIR-Tmax se representa por graficos de histograma para cada tratamiento. Ademas, se
proporciona un histograma de diferencias en GIR-Tmax entre tratamientos de ensayo y referencia.

Diferencias de tratamiento para parametros de PD secundarios

El valor de Tso.-GIR-AUCo36 (h) se analiza de forma no paramétrica basandose en el método de Hodges-Lehmann
para comparaciones de tratamientos por parejas. Se obtienen los valores de IC para las diferencias de tratamientos
por parejas (T1-R, T2-R, T3-R) en medianas. La distribucién de valores de Tso-GIR-AUCo-36 S representa por graficos
de histograma para cada tratamiento. Ademas, se proporciona un histograma de diferencias en Tso%-GIR-AUCo-36
entre tratamientos (T1-R, T2-R, T3-R).

La distribucién de valores de GIR-Tmax se representa por graficos de histograma para cada tratamiento. Ademas, se
proporciona un histograma de diferencias en GIR-Tmax entre tratamientos de ensayo y referencia.

La duracion de la euglucemia y el control de la glucosa en sangre se presentan por graficos de histograma. Las
comparaciones de tratamientos se realizan de forma no paramétrica.

Realizacion del pinzamiento
Se representan perfiles individuales de la concentracion de glucosa en sangre.

La duracién del pinzamiento se obtiene por pinzamiento como el tiempo entre la dosificacién y el final del pinzamiento
en horas.

La variabilidad individual de la glucosa en sangre por pinzamiento se obtiene como el coeficiente de variacién (CV%)
de los valores de glucosa en sangre entre el inicio individual y el final individual del pinzamiento (o0 primera
administracién de insulina glulisina durante el pinzamiento). El nivel de glucosa en sangre medio individual por
pinzamiento se obtiene como la media aritmética de los valores de glucosa en sangre entre el inicio individual y el final
individual del pinzamiento (o primera administracion de insulina glulisina durante el pinzamiento).

Los parametros se presentan individualmente y se resumen de forma descriptiva dentro del tratamiento.
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Andlisis de datos de seguridad

La evaluacion de seguridad se basa en la revision de los valores individuales (anomalias potencialmente significativas
desde el punto de vista clinico), estadistica descriptiva (tablas de resumen, graficos) y si es necesario analisis
estadistico (estimaciones apropiadas, intervalos de confianza). Se usan criterios de “Anomalias Potencialmente
Significativas desde el punto de vista Clinico” (PCSA) de acuerdo con el criterio convencional de sanofi-aventis. Los
criterios se documentan en el plan de analisis estadistico de este estudio. El analisis de seguridad se realiza de
acuerdo con los patrones de sanofi-aventis relacionados con el analisis y la presentacion de datos de seguridad
procedentes de ensayos clinicos.

Todos los andlisis de seguridad incluyen datos de la poblacién de seguridad.
Para todos los datos de seguridad, el periodo de observacion se divide en segmentos de tres tipos diferentes:

e ¢l periodo del pre-tratamiento se define como el tiempo entre cuando el sujeto proporciona el consentimiento
informado y la primera administracion de la medicacion de estudio

s ¢l periodo en tratamiento se define como el tiempo desde la administracién de la (primera) medicacioén de
estudio hasta 72 horas después.

s ¢l periodo post-tratamiento se define como el tiempo después del periodo en tratamiento para la (primera)
administracion de la medicacion de estudio en el siguiente periodo o el final del periodo de seguimiento.

Acontecimientos adversos
Todos los AE se codifican usando MedRA (dltima versién en uso en el momento del cierre de la base de datos).
Se proporcionan las siguientes listas para todos los acontecimientos adversos:
e Lista de todos los acontecimientos adversos (por sujeto)
o Lista de comentarios relacionados con acontecimientos adversos.
Definiciones
Para los datos de seguridad, el periodo de observacién se divide en segmentos de tres tipos diferentes:

e ¢l periodo de pre-tratamiento se define como el tiempo entre cuando el sujeto proporciona el consentimiento
informado y la primera administracién de la medicacién de estudio comparativa

s ¢l periodo en tratamiento se define como el tiempo desde la administracién de la (primera) medicacioén de
estudio hasta 72 horas después.

* ¢l periodo de post-tratamiento se define como el tiempo después del periodo en tratamiento para la (primera)
administracion de la medicacion de estudio en el siguiente periodo o el final del periodo de seguimiento.

Acontecimientos adversos emergentes del tratamiento
Todos los AE se clasifican como se indica a continuacion:

e | os acontecimientos adversos emergentes de tratamiento (TEAE) son cualquier AE con un inicio (incluyendo
empeoramiento) durante el periodo en tratamiento.

e | os acontecimientos adversos no emergentes del tratamiento (NTEAE) son cualquier AE no clasificado como
TEAE:

- AE previos al tratamiento, definidos como AE que se desarrollaron (0 empeoraron) durante el periodo de
pretratamiento antes de la primera dosis de medicacién de estudio.

- AE posteriores al tratamiento, definidos como AE que se desarrollaron durante un periodo posterior al
tratamiento sin empeorar durante una fase en tratamiento.

Asignacion a tratamientos

Para el analisis, cada TEAE se asigna al ultimo tratamiento administrado antes del inicio (0 empeoramiento) del AE.
Si se desarrolla un TEAE en un tratamiento y empeora con un tratamiento posterior, se considera emergente del
tratamiento para los dos tratamientos.

Informacién que falta
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En caso de que falte informacién o que haya una informacion incoherente, un AE se cuenta como un TEAE a menos
que pueda descartarse claramente que no es un TEAE (por ejemplo, por fechas parciales u otra informacion).

Si la fecha de inicio de un AE esta incompleta o falta, se asume que se ha producido después de la primera
administracién de la medicacion de estudio excepto si una fecha incompleta indica que el AE empez6 antes del
tratamiento.

Acontecimientos adversos emergentes del tratamiento
Los acontecimientos adversos emergentes del tratamiento se presentan y resumen por tratamiento:

s Visién general de TEAE (ndimero y porcentaje de sujetos con al menos un TEAE, TEAE grave, TEAE que
conduce a interrupciones, muerte (si es aplicable)).

* Resumen de todos los acontecimientos adversos emergentes del tratamiento por grupo sistémico primario y
término preferido (nimero y porcentaje de sujetos con al menos un TEAE (“tabla en el texto”)

- Tabla sin nimero de acontecimientos (para el cuerpo del informe del estudio clinico)
- Tabla con nimero de acontecimientos (para el apéndice del informe del estudio clinico)

- Tabla con nimero de sujetos por formulacién (U100, U300) y de sujetos en general (para el apéndice del
informe del estudio clinico).

e Lista de sujetos que presentan acontecimientos adversos emergentes del tratamiento por tratamiento, grupo
sistémico y término preferido.

Muertes, acontecimientos adversos graves y otros acontecimientos adversos significativos

En caso de cualquier aparicién de muertes, AE graves y otros AE significativos, se presentan individualmente y se
describen en el informe de estudio con detalle.

Acontecimientos adversos que conducen a la interrupcién del tratamiento

En caso de cualquier aparicion, se generan listas de sujetos individuales para todos los acontecimientos adversos que
conducen a la interrupcion del tratamiento.

Evaluaciones de laboratorio clinico
Datos de hematologia y bioquimica

Los parametros de seguridad del laboratorio se miden el D1 del periodo de tratamiento 1 y en EOS. Por programa,
estos parametros de seguridad se evallan durante el periodo de tratamiento (excepto la hematologia en TP3 y TP4).

Los valores a usar como valores basales (hematologia y bioquimica) son los valores recogidos en D1 antes de la dosis
en el primer periodo de tratamiento. Si cualquiera de los ensayos basales programados se repite para cualquier sujeto,
los Ultimos valores que se han vuelto a comprobar se consideran basales, siempre que se realizaran antes de la
primera administracion del IP.

Se proporcionan las siguientes tablas y listas:

s Parametros estadisticos descriptivos para datos de partida y cambios desde el valor basal (incluyendo % de
cambio para creatinina)

s Se proporcionara una lista especifica de datos individuales de sujetos con valores de PCSA posteriores al
nivel basal, clasificados por funcién y tiempo de medicion

* Todos los datos individuales, incluyendo los valores que se han vuelto a comprobar, para la hematologia y
bioquimica planeadas, se presentan por funcién biolégica y tiempo de medicién. Si se dispone de datos de
ensayos de laboratorio no programados, se incluyen en esta lista. En estas listas, los datos individuales se
marcan cuando son menores 0 mayores que los limites inferior o superior de laboratorio y/o cuando alcanzan
el limite absoluto del criterio de PCSA, cuando esta definido.

* Se proporciona una lista de datos de funcién hepatica para sujetos que experimentaron al menos uno de los
siguientes:

- al menos una aparicién de ALT > 3 ULN y al menos una aparicion de bilirrubina total > 2 ULN durante el
estudio, siendo al menos uno de ellos después de la primera dosis

- bilirrubina conjugada > 35% de bilirrubina total y bilirrubina total > 1,5 ULN se proporcionaran en la misma
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muestra después de la primera dosis, independientemente de la definicién de la fase en tratamiento.

¢ Se proporciona una lista relacionada con un aumento en ALT = 2 ULN, incluyendo en particular la informacion
sobre la ingesta de farmacos, la historia médica y quirirgica, los habitos de alcohol, factores de
desencadenamiento, detalles de acontecimientos con valores de ALT, signos y sintomas asociados.

s Se proporcionan una lista de definiciones de fuera del intervalo.

En las listas de sujetos con PCSA, se expresan los datos de la funcién hepatica, CPK y eosinéfilos como
multiplos del ULN correspondiente.

Datos de andlisis de orina

Se presentan todos los resultados de los ensayos en orina cualitativos (tiras reactivas), incluyendo los valores que se
han vuelto a comprobar.

Signos vitales
Presion sanguinea y ritmo cardiaco

El ritmo cardiaco y la presion sanguinea sistolica y diastolica (SBP y DBP) se miden después de 10 minutos en posicion
en reposo supina y también después de 3 minutos en posicion de pie, excepto cuando estan conectados al Biostator™.

Los valores a usar como valores basales son el valor de evaluacion previo a la dosis de D1 de cada periodo de
tratamiento. Si cualquiera de los ensayos basales programados se repite para cualquier sujeto, los Ultimos valores que
se han vuelto a programar se consideran los basales, siempre que se realizaran antes de la administraciéon del IP.

Para el ritmo cardiaco y la presion sanguinea, las diferencias ortostaticas se calculan como cambio desde la posicién
supina a la posicién de pie.

Para todos los parametros, se realizara un analisis “En Tratamiento” que incluya todos los valores no planeados y
valores que se han vuelto a comprobar.

Se proporcionan las siguientes tablas y listas:

* Se proporcionan tablas de resumen de recuento de sujetos con PCSA como tablas de incidencia de PCSA
después del punto basal, independientemente del estado normal o anormal de punto basal.

s Para el ritmo cardiaco y las presiones sanguineas (posiciones supina y de pie), los datos de partida y los
cambios desde el punto basal (s6lo en posicion supina) se resumen en parametros estadisticos descriptivos,
por tipo de medicion (posicién) de cada parametro y punto de tiempo, basandose en mediciones planeadas
previas a la dosis y el punto basal definido.

s Se presentan todos los datos individuales, incluyendo los valores no planeados y que se han vuelto a
comprobar (posicién supina, de pie, diferencia ortostatica). En las listas, los valores se marcan cuando
alcanzan los limites de los criterios de PCSA cuando se han definido.

s Se proporciona una lista de datos de PCSA posteriores al valor basal individuales.

e También se presentan en el Apéndice, si estan disponibles, los comentarios relacionados con las
evaluaciones de los signos vitales.

Peso corporal, indice de masa corporal y temperatura corporal
Los valores a usar como valores basales para el peso corporal € IMC son los valores recogidos el D1 de TP1.
Los valores a usar como valores basales para la temperatura corporal son los valores recogidos el D1 de cada TP.

Se presentan datos individuales que incluyen marcas (s6lo en peso) para valores cuando alcanzan los limites de los
criterios de PCSA.

ECG

El ritmo cardiaco, y los intervalos PQ, QRS y QT y QT corregido (QTc) de la lectura automatica se analizan como valor
de parametro de partida y cambios del valor basal.

Los valores a usar como valores basales son el valor previo a la dosis del Dia 1 de cada periodo. Si cualquiera de los
ensayos basales programados se repite para cualquier sujeto, los valores que se han vuelto a comprobar se
consideran los valores basales, siempre que se realizaran antes de la administracién del farmaco del periodo.
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Para todos los parametros, se realiza un analisis en tratamiento usando todas las evaluaciones posteriores al punto
basal realizadas durante el periodo en tratamiento, incluyendo los valores que se han vuelto a comprobar. Los
recuentos de sujetos con PCSA posteriores al punto basal se proporcionan en tablas de resumen independientemente
del estado normal 0 anormal del punto basal, por grupo de tratamiento.

Los datos de partida para todos los parametros y el cambio desde el punto basal se resumen en parametros
estadisticos descriptivos por parametro, tratamiento y momento de medicién.

Los datos individuales, incluyendo los valores que se han vuelto a comprobar, se presentan, clasificados por
tratamiento, sujeto, visita y momento de medicién. En las listas, se marcan los valores que alcanzan los limites de los
criterios de PCSA.

Se proporciona una lista de datos individuales de sujetos con PCSA posteriores al punto basal, clasificados por tipo
de medicion y clasificados por sujeto, periodo y momento de medicién.

Ademas, también se proporciona una lista separada del perfil cardiaco para sujetos con QTc prolongado (>450 ms
para Hombres y >470 ms para Mujeres) o cambios desde el punto basal en QTc >60 ms (para hombres y mujeres) y
una lista de sujetos con al menos una anomalia en la evaluacion cualitativa (es decir, ECG anormal) después de la
primera dosificacion.

Otros parametros de seguridad relacionados

Examen fisico

Si esta disponible, se proporciona una lista de comentarios relacionados con el examen fisico.
Tolerancia local en el sitio de inyeccién

Se proporcionan distribuciones de frecuencia por tratamiento para niveles de tolerancia local en el sitio de inyeccion.
Se presentan datos individuales. Dentro de cada criterio y tratamiento, se cuenta un sujeto con su resultado mas
severo.

Reacciones alérgicas
Listas de reacciones alérgicas

Todos los casos de reaccion alérgica se documentan como acontecimientos adversos con informacién complementaria
detallada. Todos los casos se describen con detalle en el informe de estudio clinico.

Se presentan casos individuales y todos los datos complementarios.
Historia médica alérgica e historia médica de la familia

La historia médica alérgica y la historia médica de la familia se documentan para sujetos con cualquier reaccion
alérgica potencial. Todos los detalles de la historia médica alérgica y de la historia médica familiar alérgica se presentan
en una base individual.

Anticuerpos anti-insulina

Se proporciona una tabla de resumen con el nimero de sujetos para los resultados de anticuerpos anti-insulina durante
el estudio y de las investigaciones posteriores al estudio. Se proporciona una lista individual de sujetos.

Analisis de datos farmacocinéticos
Parametros farmacocinéticos

La lista de parametros PK se ha mostrado anteriormente. Ademas, se obtiene Tso%-AUCo-36 para insulina en el contexto
del analisis estadistico.

Analisis estadistico

Los parametros farmacocinéticos de insulina glargina se presentan y se resumen usando al menos medias aritméticas
y geométricas, desviacién tipica (SD), error tipico de la media (SEM), coeficiente de variacion (CV%), minimo, mediana
y maximo para cada tratamiento.

Todos los analisis farmacocinéticos incluyen datos de las poblaciones farmacocinéticas correspondientes como se ha
definido anteriormente. No se realiza un ajuste de nivel alfa para analisis multiples.

Los anadlisis estadisticos comparan tratamientos de ensayo (T1 a T3) frente al tratamiento de referencia (R).
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Andlisis de relaciones de tratamiento

El analisis se realiza para AUCo-3s para insulina glargina. Antes de todos los andlisis descritos mas adelante, los valores
de AUCo36 se transforman en logaritmos (logaritmos naturales).

Los parametros transformados en logaritmo se analizan con un modelo lineal de efectos mixtos con términos fijados
para secuencia, periodo y tratamiento.

log(parametro) = secuencia + periodo + tratamiento + error

y con una matriz R no estructurada de varianzas y covarianzas de tratamiento (i, i) para el sujeto dentro de bloques
de secuencia, usando el SAS PROC MIXED.

Las estimaciones y el intervalo de confianza (IC) de 90% para la relaciéon de medias geométricas de tratamientos (T1/R,
T2/R, T3/R) se obtienen calculando la estimacion e IC 90% para la diferencia entre medias de tratamiento dentro del
marco del modelo lineal de efectos mixtos, y después convirtiendo la relacion de medias geométricas por la
transformacién antilogaritmica. Se concluye bioequivalencia si el IC de 90% para las relaciones esta totalmente dentro
del intervalo de referencia de equivalencia de 0,80 a 1,25.

Se proporcionan listas de relaciones de tratamientos individuales (T1/R, T2/R, T3/R) con los parametros estadisticos
descriptivos correspondientes.

Tso%-AUCo-36 para insulina

La distribucion de los valores de Tso%-AUCo-36 para insulina se representa por graficos de histograma para cada
tratamiento. Ademas, se proporciona un histograma de diferencias en Tsox-AUCo-36 entre tratamientos (T1/R, T2/R,
Ts/R) .

El Tso.-AUCo-36 (h) se analiza de forma no paramétrica

Relacion de exposicién a la dosis para insulina glargina U300

Analisis descriptivo de relacion de exposicion a la dosis

La relacion de exposicién a la dosis para la insulina glargina U300 se describe graficamente por
s graficos por sujeto de exposicion con respecto a dosis total por sujeto
s graficos por sujeto de exposicion con respecto a dosis por kg de peso corporal

s graficos por sujeto de dosis de exposicidon normalizada con respecto a dosis por kg de peso corporal
(normalizacién de la dosis sobre 0,6 U/kg)

Si se considera necesario para la interpretacién de resultados, se afiaden analisis descriptivos adicionales.
Analisis estadistico de relacién de exposicion a la dosis

Para el AUC de insulina glargina calculado para los tratamientos de ensayo T1-Ts, se evalud la relacién de exposicion
a la dosis usando el modelo de potencia empirico (PK - parametro = a * dosisP), junto con una interpretacion de la
“estimacion”, de acuerdo con las recomendaciones de Gough et al. (Gough K, Hutchison M, Keene O et al. Assessment
of dose proportionality: report from the pharmaceutical industry. Drug Information Journal 1995; 29: 1039-1048).

El modelo de potencia empirica proporciona una medida rapida e interpretable del grado de no proporcionalidad, que
puede usarse tanto para confirmar la proporcionalidad como para evaluar el significado farmacocinético y clinico de
cualquier desviacion. Sin embargo, el andlisis de los estudios de proporcionalidad de la dosis requiere una estimacién
en lugar de ensayar el significado para que pueda evaluarse el significado farmacocinético y clinico de cualquier no
proporcionalidad.

El modelo de potencia se ajusta en la escala transformada en logaritmos usando un modelo de potencia de coeficientes
aleatorios para dosis (en U/kg de peso corporal)

log(parametro) = (log(alfa)+alfa[i]} + (beta+beta[i])*log(dosis)

en el que log(alfa) y beta son la interseccion de la poblacién y la pendiente, respectivamente, y alfali] y beta[i] son las
desviaciones aleatorias de alfa y beta, respectivamente, para el i-ésimo sujeto.

Se obtienen estimaciones para beta con intervalos de confianza de 90% a través de minimos cuadrados generalizados
estimados en el procedimiento SAS®/PROC MIXED, con estimaciones de probabilidad maxima restringidas (REML)
de parametros de covarianza. Ademas se usan estimaciones e intervalos de confianza de 90% para beta para obtener
estimaciones a intervalos de confianza de 90% para el aumento del parametro PK asociado con un aumento de r
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veces en dosis (r=1,5 y r=2,25 [es decir, alta dosis / baja dosis]), por exponenciacion de r a la potencia de la estimacion
de beta y los limites de confianza.

Si hay evidencia de falta de ajuste del modelo, se usa el modelo de efecto mixto (como se uso para el analisis de las
relaciones de tratamiento) para el analisis. Se obtienen estimaciones con IC de 90% para el parametro asociadas con
aumentos de la dosis por parejas calculando primero estimaciones con IC para las diferencias por parejas entre dosis
en la estructura de modelo de efectos mixtos, y después convirtiendo en relaciones usando la transformacion
antilogaritmica.

Analisis PK/PD

Si es apropiado, se generan representaciones graficas (graficos de dispersion) para explorar la relacion PK/PD.
Ejemplo 14: Resultados del estudio

Disposicién de sujetos

Se incluy6 un total de 24 sujetos con diabetes mellitus de Tipo 1, se aleatorizaron y recibieron al menos una dosis de
medicacion de estudio. De los 24 sujetos aleatorizados, 2 sujetos abandonaron el estudio por peticion propia. Veintidés
(22) sujetos completaron el estudio de acuerdo con el protocolo y se incluyeron en los analisis farmacodinamicos (PD)
y farmacocinético (PK). Los 24 sujetos tratados se incluyeron en la evaluacion de seguridad.

No hubo desviaciones del protocolo importantes.
Caracteristicas demograficas

Se recogieron los siguientes datos (Tabla 12): sexo, edad en la seleccion, altura, peso y raza. Se calcularon los indices
de masa corporal (IMC) por sujeto a partir de los datos de peso corporal y altura: IMC = peso corporal [kg].(altura [m])
2

Tabla 12: Datos demograficos
Sexo IMC (kg/m?3) Peso (kg) Edad (afios) Raza (n) [%] N
5F, 19 M 25,55 1,99 (SD) min | 79,83 9,67 (SD) min | 42,6 10,0 (SD) min Caucasica N 24
/blanca 24
20,5 : max 28,3 57,3 : max 94,3 19 : max 60
[100]

Realizacién del pinzamiento

En los cuatro periodos de tratamiento para cada sujeto, R (Lantus U100), T1 (0,4 U/kg HOE901-U 300), T2 (0,6 U/kg
HOES01-U 300) y T3 (0.9 U/kg HOES01-U 300), las concentraciones de glucosa en sangre basales de los individuos
antes de la medicacién con insulina fueron similares, definiendo el nivel de pinzamiento a 100 mg/dl. La duracion del
periodo de observacién de los pinzamientos después de la dosificacion fue de 36 horas e igual en todos los periodos
de tratamiento.

Criterios de valoracion primarios
No se establecié equivalencia en biodisponibilidad (exposicién) ni bio-eficacia (actividad) para Ry T.
Variables primarias

El area bajo la curva de concentracion de insulina glargina en suero frente al tiempo de 0 a 36 horas (INS-AUC o-36h))
no fue equivalente para R ni T1 ni T2 y fue aproximadamente equivalente con T3. Se estimé que la exposicion era
menor en aproximadamente 37% con T1, menor en aproximadamente 43% con T2 y similar con T3, en comparacion
con R.

El area bajo la curva de GIR frente al tiempo de 0 a 36 horas (GIR-AUCo-3en)) no fue equivalente para Rni T1 ni T2 y
fue aproximadamente equivalente con T3. El consumo de glucosa exbégena necesario para conservar el control de
glucosa en sangre se estimd que era menor en aproximadamente 88% con T1, 67% con T2 mientras que era
aproximadamente similar con T3.

Variables secundarias

El tiempo hasta 50% de INS-AUCq-3sh (h) con R fue de aproximadamente 14 h y, por lo tanto, mas corto que
aproximadamente las 16 h, 16 h y 19 h obtenidas con T1, T2 y T3, respectivamente.
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El tiempo hasta 50% de INS-AUCq3en (h) con R fue de aproximadamente 12 h y, por lo tanto, mas corto que
aproximadamente las 17 h, 18 h y 20 h obtenidas con T1, T2 y T3, respectivamente.

Seguridad

No se notificaron acontecimientos adversos (AE) graves o abandonos debidos a AE. Dos sujetosen R,2en T1y 4 en
T3 presentaron un total de 8 TEAE, todos ellos fueron de intensidad leve a moderada, y se resolvieron sin secuelas.
El acontecimiento notificado con mas frecuencia fue dolor de cabeza. Debe apreciarse, que el dolor de cabeza es una
observacion comun para estudios de pinzamiento y esté relacionado con infusién de soluciones de glucosa hiper-
osmolares. Sin embargo, no puede excluirse una asociacion con los productos de investigacion. No se notificé ninguna
reaccion en el sitio de inyeccion con T1, T2 y T3 mientras que 2 sujetos con R desarrollaron eritema apenas perceptible
en el sitio inyeccién.

Conclusiones

Las mismas dosis de Ry T U 300 no son equivalentes en biodisponibilidad (exposicion) y bio-eficacia (actividad)
después de la administracién de una sola dosis. La exposicién y actividad después de T1 (0,4 U/kg) y T2 (0,6 U/kg)
fueron menores en comparacion con la exposicion y actividad después de la administracion de R (0,4 U/kg). Ry T3
fueron practicamente equivalentes en cuanto a la exposicién y consumo de glucosa exdgena.

Sin embargo, T1, T2 y T3 muestran perfiles de PK (exposicién) y PD (actividad) alin mejores incluso con menos
fluctuacién alrededor de las medias que R, es decir, un perfil como el que seria deseable para el suministro de insulina
basal. Esto es particularmente evidente cuando se compara R y T3 que proporcionan una exposicién total equivalente
nominal y un consumo de glucosa total a través de diferentes perfiles.

Estas diferencias sorprendentes e inesperadas en exposicién y actividad entre formulaciones R (Lantus U100} y T
(HOE901-U300) en sujetos con diabetes mellitus de tipo 1 se muestran eficazmente en las figuras proporcionadas
mas adelante.

Ademas, la administracion de T (HOE901-U300) estaba fuera de los problemas de seguridad y tolerancia.

Ejemplo 15: Fundamento del estudio para comparar la actividad glucodindmica y la exposicion de dos dosis
subcutaneas diferentes de (HOE901-U300) a Lantus U100 en pacientes con diabetes mellitus de tipo 1.

Los resultados del estudio en sujetos sanos y en sujetos con diabetes mellitus de Tipo 1 (véanse los ejemplos
anteriores) mostraron que la exposicion y eficacia no eran equivalentes entre Lantus® U100 e insulina glargina U300.
Los sujetos recibieron la misma dosis de insulina glargina (0,4 U/kg) para U100 y U300, pero la administracion de la
misma cantidad unitaria de U300 produjo menos exposicién a menos consumo de glucosa exégena para conservar el
control de glucosa en sangre que la administracion de U100. Aunque Lantus U100 muestra perfiles de exposicion y
farmacodinamicos sin una fluctuacién pronunciada alrededor de las medias, sin embargo, HOE901-U300 mostré
incluso menos fluctuaciéon en exposicion y perfiles farmacodinamicos, como seria deseable para un suministro de
insulina basal, con una duracién de accién incluso mas prolongada.

Para evaluar el perfil farmacocinético y farmacodinamico en condiciones de estado estacionario, un nuevo estudio
descrito en los siguientes ejemplos compara, en consecuencia, dos dosis subcutaneas diferentes de insulina glargina
U300 frente a una dosis convencional de Lantus® U100 como comparador con una situacién de pinzamiento
euglucémico final en pacientes con diabetes mellitus de tipo 1. Este estudio pretende estimar una dosis de U300 que
sea equieficaz a 0,4 U/kg de Lantus® U100 como se evalla por parametros del control de glucosa en sangre y la
disposicion de glucosa en sangre proporcionados por la técnica de pinzamiento.

La exposicion a insulina glargina se evalla a partir de perfiles de concentracion-tiempo después de la administracion
subcutanea repetida en estado estacionario, y la actividad como utilizaciéon de glucosa por unidad insulina en estado
estacionario.

El estudio comprende dos tratamientos cruzados (Ry T1, y Ry T2) en 2 grupos paralelos, con 2 periodos de
tratamiento (TP1, TP2) y 2 secuencias cada uno. Hay una visita de seleccién (D-21 a D-3), visitas de tratamiento (D1
a D10 en TP1 y TP2 con dosificacién por la tarde), con periodos en casa (D1 a D4 por la mafiana y D8 por la mafiana
a D10 por la tarde para evaluaciones de pinzamiento) y una visita de final de estudios (entre D7 y D10 después de la
ultima dosificacion) con evaluaciones finales de parametros de seguridad.

La dosis de Lantus® U100 de 0,4 U/kg seleccionada para el estudio esté bien caracterizada para proporcionar un
control de glucosa en sangre euglucémico en pacientes con diabetes de tipo 1 y se ha investigado facilmente en otros
estudios de pinzamiento con pacientes con diabetes de tipo 1.

Se ensayan dos dosis diferentes para insulina glargina U300, 0,4 y 0,6 U/kg. Este intervalo de dosificacion permite
intrapolar una dosis aproximada equieficaz a 0,4 U/kg de Lantus® U100. La dosis de 0,4 U/kg de insulina glargina
U300 ya se ha ensayado en voluntarios sanos y sujetos con diabetes mellitus de tipo 1 (véanse los ejemplos anteriores)
y se descubrié que era menos activa que 0,4 U/kg de Lantus® U100 dentro de 30 y 36 horas, respectivamente, las
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terminaciones predefinidas de los periodos de observacién. El control de la glucosa en sangre con 0,4 U/kg de insulina
glargina U300 necesitaba menos disposicion de glucosa total que la medicacion de referencia (0,4 U/kg de Lantus®
U100). Es de esperar que una dosis correspondientemente mayor de insulina glargina U300, por ejemplo, 0,6 U/kg de
insulina glargina U300, dé como resultado un control de glucosa en sangre incluso mas preciso con menos disposicion
de glucosa total. Ademas, el aumento proporcional de la dosis permite explorar los perfiles de exposicién y efecto para
la proporcionalidad de la dosis.

Un estudio en pacientes con diabetes de tipo 1 evita confundir el impacto de la insulina endégena y permite evaluar
mejor la exposicion y duracién de la accion.

Este estudio tiene un disefio cruzado; basado en el resultado de estudios previos se compararan no mas que dos
dosis de HOE901-U300 con Lantus® U100. La evaluacién de la actividad glucodinamica de productos de insulina de
actuacién prolongada requiere una situacién de pinzamiento euglucémico mas alla de 24 horas, el intervalo de
inyeccion predefinido, debido a la duracién de accién prolongada.

El ingrediente farmacéutico activo, insulina glargina, es igual en las dos formulaciones, U100 y U300. Las dosis usadas
en este estudio estan dentro del intervalo del uso regular. Aunque no se excluye completamente un riesgo general de
hipoglucemia, se controla por la técnica de pinzamiento euglucémico.

Farmacodinamica

La actividad farmacodinamica de insulina glargina se evalla por la técnica de pinzamiento euglucémico en pacientes
con diabetes de tipo 1, que es el procedimiento convencional establecido para evaluar el efecto de productos de
insulina administrados exégenos sobre la disposicién de glucosa en sangre.

Los parametros especificos para evaluar la disposicion de glucosa en una situacion de pinzamiento euglucémico son
la velocidad de infusién de glucosa estandarizada con respecto al peso corporal (GIR}, la glucosa total dispuesta
dentro de 24 y 36 horas, respectivamente, GIR-AUCo-24 y GIR-AUCo-36, y los tiempos necesarios hasta un porcentaje
dado de GIR-AUCo-24 y GIR-AUCo-36, tal como el tiempo hasta 50% de GIR-AUCo-3s.

Otros parametros auxiliares son la GIR estandarizada con respecto al peso corporal suavizada maxima, GIRmax, y €l
tiempo hasta GIRmax, GIR-Tmax.

La duracién de la accién de la insulina glargina se obtiene a partir del tiempo entre la dosificacién y desviaciones
especificadas previamente por encima del nivel euglucémico (pinzamiento).

Se realiza un seguimiento de glucosa durante 36 horas debido a la larga duracién de accién de la insulina glargina
después de la administracién subcutanea.

Farmacocinética

Debido a la naturaleza de liberacion prolongada de la insulina glargina hay una falta de picos pronunciados en el perfil
de concentracion. Por lo tanto, el tiempo hasta 50% de INS-AUC (por ejemplo, Tso% INS-AUCo-3s) se calcula como una
medicion para la localizacién en el tiempo del perfil de exposicion a insulina glargina, € INS-Cmax € INS-Tmax serviran
como medidas adicionales.

Objetivos primarios del estudio

El objetivo primario del estudio es evaluar el control de glucosa en sangre y el consumo de glucosa exégena requerido
de dos dosis diferentes insulina glargina U300 frente a 0,4 U/kg de Lantus® U100 en estado estacionario.

Objetivos secundarios del estudio

Los objetivos secundarios del estudio son evaluar en estado estacionario, las relaciones de exposicién de dos dosis
diferentes de insulina glargina U100 frente 0,4 U/kg de Lantus® U100, para comparar la duracion de accion de dos
dosis diferentes de insulina glargina U300 frente a 0,4 U/kg de Lantus® U100, para explorar la relacién de respuesta a
la dosis y exposicion a la dosis de la insulina glargina U300 y para evaluar la seguridad y tolerancia de la insulina
glargina U300 en sujetos con diabetes de tipo 1.

Ejemplo 16: Cambio de propiedades de disolucién de formulaciones &cidas de insulinas de accion prolongada a
mayores concentraciones

La influencia de las mayores concentraciones de formulaciones de insulina glargina con respecto a las propiedades
de disolucién se investiga usando un sistema de ensayo in vitro. Para hacerlo, se realizan estudios de precipitacién
usando un tampén fosfato con un pH de 7,4, que simula las condiciones in vivo.

El sobrenadante de la insulina precipitada se investiga usando una técnica HPLC para determinar el contenido de
insulina glargina.
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Descripcién detallada de los estudios:
Preparacion de la solucion tampdn de precipitacion:

Se disuelven 19,32 mg de dihidrégeno fosfato sédico monohidrato (M: 137,98 g/mol) por ml de agua. Para el ajuste
del pH a 7,4 se usa hidréxido sédico 0,1 M o acido clorhidrico 0,1 M.

Realizacién de los estudios de precipitacion

Se ponen en tubos de plastico soluciones de producto farmacéutico de insulina glargina que tiene concentraciones de
hasta 1000 U/ml y que comprenden la misma cantidad total de insulina glargina y el tampén y se agitan ligeramente.
Después de la precipitacion de la insulina glargina, las dispersiones se centrifugan a bajas rotaciones durante un
periodo de tiempo predefinido. Se coge un volumen definido del medio de disolucién y se sustituye con medio de
tampon recién preparado.

Determinacion del contenido de insulina

El contenido de insulina glargina en las muestras del sobrenadante se cuantifica frente al patron de referencia de
insulina respectivo por HPLC de fase inversa usando un sistema de dos fases méviles, que contiene un tampon de
dihidrégeno fosfato sodico en agua, cloruro sédico (NaCl) y diferentes cantidades de acetonitrilo.

Como fase estacionaria se usa una columna de octadodecilo, la longitud de onda de deteccién es de 215 nm.

El perfil de liberacion de insulina glargina a partir de las soluciones mas concentradas (por ejemplo U500 y U1000) es
mas plano y prolongado en comparacion con Lantus U100.

La concentracion de 100 U/mL es un ejemplo de referencia.
Ejemplo 17: Investigaciéon microscopica de precipitados

Los precipitados de formulaciones de insulina glargina que tienen concentraciones de 100 U/mL, 300 U/mL, 500 U/mL,
700 U/mL y 1000 U/mL se han investigado por microscopia (las concentraciones de 100 U/mL, 700 U/mL y 1000 U/mL
son ejemplos de referencia). Dichas formulaciones (con una cantidad idéntica de 60 U de insulina glargina) se han
precipitado en 200 puL de un tampén fosfato, pH 7,4 y se investigaron por microscopia éptica de luz transmitida
((Olympus Model BX61) con ampliaciones de 100x, las imagenes se muestran a continuacién y también presentan los
diametros maximos. Estas investigaciones revelaron diferencias en las caracteristicas de precipitacion, que conducen
a particulas notablemente mas grandes con mayores concentraciones. Los resultados se muestran en la Figura 8.

Ejemplo 18: Efecto de reduccién de glucosa en sangre de la insulina glargina en perros

Se evalué el efecto reductor de la glucosa en sangre en perros Beagle normoglucémicos sanos. Los perros recibieron
inyecciones subcutaneas individuales de 0,3 Ul/kg. Se determiné la glucosa en sangre venosa antes de la primera
inyeccion y posteriormente hasta 24 horas después.

Los animales se cogieron de la cohorte de ~30 perros Beagle macho normoglucémicos sanos, obtenidos originalmente
de Harlan. Los perros se mantuvieron en grupos de perreras en condiciones estandarizadas. El dia antes del estudio
los perros se distribuyeron aleatoriamente a jaulas de estudio. Se dejaron en ayunas 18 horas antes del principio y a
lo largo del experimento con acceso libre al agua corriente. El peso corporal de los perros en el presente estudio
estaba comprendido entre 13 y 27 kg. Después de cada experimento, se dejé que los perros se recuperaran durante
al menos dos semanas.

Los animales se aleatorizaron a grupos de n = 6. En el punto de tiempo cero, los animales se trataron con dosis
individuales del compuesto de ensayo. Se administré insulina glargina con una sola inyeccion subcutanea a una dosis
de 0,3 Ul/kg.

Se realiz6 el muestreo de sangre consecutivamente por puncién de la vena del antebrazo (Vena cefélica) antes de la
administracion del farmaco (0 h) y posteriormente hasta 24 horas. La glucosa en sangre se determiné enzimaticamente
(kit Gluco-quant® Glucose/HK en Roche/Hitachi 912).

El efecto sobre la glucosa en sangre después de la inyeccion subcutanea de preparaciones concentradas de diferente
forma de insulina glargina, 100 y 300 unidades/ml, se ensayd en perros Beagle normoglucémicos sanos.

Al aumentar la concentracion de insulina glargina, el tiempo medio de accién aumentaba de 6,8 h (U100) a 7,69 h
(U300), respectivamente.

Al aumentar la concentracién de glargina de 100 a 300 U/ml, el perfil de accién-tiempo de reduccién de glucosa en
sangre se cambi6 hacia una actividad mas plana y prolongada en el perro.

Los datos actuales en perros son coherentes con los datos en seres humanos demostrando que mayores
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concentraciones de farmaco de insulina glargina se correlacionan positivamente con el perfil y una mayor duracién de
la accién.

FIGURAS

Las figuras proporcionadas a continuaciéon muestran eficazmente las diferencias sorprendentes e inesperadas en las
exposiciones (PK) y actividad (PD) entre formulaciones Lantus U100 y Lantus U300 (insulina glargina U100 e insulina
glargina U300) después de la misma dosis s.c. administrada a sujetos sanos, al mismo tiempo que era constante la
glucosa en sangre (PD).

Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1: Velocidad de Infusién de Glucosa (GIR) Lantus U100

Fig. 2: Velocidad de Infusién de Glucosa (GIR) Lantus U300

Fig. 3: Concentraciones de Insulina en Suero; Lantus U100 (izquierda) y U300 (derecha)
Fig. 4: Glucosa en sangre (1/2)

Fig. 5: Glucosa en sangre (2/2)

Fig. 6: Resultados de un estudio de respuesta a la dosis, doble ciego, cruzado, de 4 secuencias, aleatorio, de 0,4, 0,6
y 0,9 U/kg de HOE-901-U300 (insulina glargina U300) en comparacion con 0,4 U/kg de Lantus® U100 (insulina glargina
U100) en pacientes con diabetes mellitus de tipo 1 usando la técnica de pinzamiento euglucémico. Panel superior:
concentracion de insulina glargina (mU/L), panel medio: glucosa en sangre (BG, mg/dL), panel inferior: velocidad de
infusion de glucosa (GIR, mg.kg'.min"'). Las curvas presentan medias suavizadas LOWESS de todos los puntos de
datos de todos los sujetos (medias de poblacion); LOWESS es una técnica de analisis de datos para producir una
serie “uniforme” de valores a partir una serie de tiempos que se han contaminado con interferencias, o partir de un
grafico de dispersion con una relacion “con interferencias” entre las dos variables.

Fig. 7: Velocidad de infusion de glucosa (GIR, mg.kg™'.min""). Las curvas presentan medias suavizadas por LOWESS
de todos los puntos de datos de todos los sujetos (medias de poblacién); LOWESS es una técnica de analisis de datos
para producir una serie “uniforme” de valores a partir una serie de tiempos que se ha contaminado con interferencias,
o partir de un grafico de dispersién con una relacién “con interferencias” entre las dos variables.

Leyendas: Perfiles 1 a 3 (de la parte superior a la inferior)

Resultados de un estudio de respuesta a la dosis de grupos paralelos, doble ciego, aleatorio de 0,4, 06 y 1,2 U/kg de
Lantus® U100 (insulina glargina U100) en pacientes con diabetes mellitus de tipo 1 usando la técnica de pinzamiento
euglucémico.

Leyendas: Perfiles 4 a 7 (desde la parte superior a inferior)

Resultados de un estudio de respuesta a la dosis, doble ciego, cruzado, de 4 secuencias, aleatorio de 0,4, 0,6 y 0,9
U/kg de HOE-901-U300 (insulina glargina U300) en comparacién con 0,4 U/kg de Lantus® U100 (insulina glargina
U100) en pacientes con diabetes mellitus de tipo 1 usando la técnica de pinzamiento euglucémico.

Fig. 8: Graficos de microscopia Optica de precipitados de formulaciones de insulina glargina con concentraciones
crecientes:

A: 100 U/mL, B: 300 U/mL, C: 500 U/mL; D: 700 U/mL y E: 1000 U/mL, con ampliacién 100x e incluyendo los diametros
maximos.

Todas las precipitaciones se realizan con 60U de insulina glargina.
Fig. 9: Perfil de accién en el tiempo de insulina glargina U-100 frente a U-300 en perros normoglucémicos.

Lista de abreviaturas

°C Grados Centigrados

ABE Bioequivalencia Media

AE Acontecimiento Adverso

ALT Alanina Aminotransferasa

aPPT Tiempo de Tromboplastina Parcial activada
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ARF Insuficiencia Renal Aguda

AST Aspartato Aminotransferasa

0-HCG Beta Coriogonadotropina Humana

Ipm latidos por minuto

cm centimetro

CPK Creatinina Fosfoquinasa

CRF Cuaderno de Recogida de Datos

DRF Formulario de Resolucion de Discrepancias

ECG Electrocardiograma

EQS Final de estudio (visita)

GCP Buena Practica Clinica

GGT Gamma-glutamil transferasa

Hb Hemoglobina

HbA1c Hemoglobina glicosilada

HBs Superficie de Hepatitis B

Hct Hematocrito

VHC Virus de Hepatitis C

VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana

HR Ritmo cardiaco

DCI Denominacién Comun Internacional

INR Relacion Normalizada Internacional (tiempo de protrombina)
IP Producto de Investigacion

IRB/IEC Consejo de Revision Institucional/Comité de Etica Independiente
Kg Kilogramo

LOQ Limite de Cuantificacion

PT Tiempo de Protrombina

QTc Intervalo QT corregido automaticamente por la maquina ECG
QTcB Intervalo QT corregido por la formula de Bazett

QTcF Intervalo QT corregido por la férmula de Fridericia

QtcN Intervalo QT corregido por una estrategia de poblacion
QtcNi Intervalo QT corregido por estrategia de poblacion individual
RBC Recuento de Glébulos Rojos

SBP Presion Sanguinea Sistélica

SCR Seleccion (visita)

uDS Exploracién de Drogas en Orina

ULN Limite Superior de intervalo Normal
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WBC Recuento de Glébulos Blancos
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién farmacéutica acuosa con pH entre 3,4 y 4,6 que comprende insulina glargina, en donde la
concentracion de insulina glargina es de 270-330 U/mL, que es equimolar a 270-330 IV de insulina humana, y que
ademas comprende en el intervalo de 20 - 400 pg/ml de cinc.

2. La formulacién acuosa de la reivindicacién 1 que comprende un analogo de exendina-4 seleccionado del grupo que
comprende lixisenatida, exenatida y liraglutida.

3. La formulacién acuosa de la reivindicacién 2, que comprende de 0,1 pg a 10 pg de lixisenatida por U de insulina
glargina.

4. La formulacién acuosa de la reivindicacion 3, que comprende de 0,2 ug a 1 pug de lixisenatida por U de insulina
glargina.

5. La formulacién acuosa de la reivindicacién 4, que comprende de 0,25 pg a 0,7 nug de lixisenatida por U de insulina
glargina.

6. La formulacién acuosa de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende uno 0 mas excipientes
seleccionados entre un grupo que comprende m-cresol, glicerol, polisorbato 20 y sodio.

7. La formulacién acuosa de |a reivindicacion 6, que comprende 90 pg/mL de cingc, 2,7 mg/mL de m-cresol y 20 mg/mL
de glicerol al 85%.

8. La formulacién acuosa de la reivindicacién 6, que comprende 90 ng/mL de cinc, 2,7 mg/mL de m-cresol, 20 pg/mL
de polisorbato 20 y 20 mg/mL de glicerol al 85%.

9. La formulacién acuosa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el pH es 4.
10. La formulacién acuosa de cualquiera las reivindicaciones 1 a 8, en donde el pH es 4,5.

11. Una formulacién farmacéutica acuosa con pH entre 3,4 y 4,6 que comprende insulina glargina para uso en el
tratamiento de la Diabetes Mellitus de Tipo | y Tipo Il en un paciente, en donde la concentracion de insulina glargina
es de 270-330 U/mL, que es equimolar a 270-330 IV de insulina humana, y que comprende ademas en el intervalo de
20 - 400 pg/mL de cinc.

12. La formulacién acuosa para uso de la reivindicacion 11, en donde dicha composicion farmacéutica comprende
ademas excipientes seleccionados del grupo que consiste en m-cresol, glicerol, polisorbato 20 y sodio.

13. La formulacién acuosa para uso de la reivindicacion 11, en donde dicha composicion farmacéutica comprende
ademas de 0,1 pug a 10 ug de lixisenatida por U de insulina glargina.

14. Una formulacion farmacéutica acuosa con pH entre 3,4 y 4,6 que comprende insulina glargina para uso en
prolongar la duracion de la exposicién a insulina de accion prolongada en el tratamiento de la Diabetes Mellitus de
Tipo | y Tipo Il en un paciente, en donde la concentracién de insulina glargina es de 270-330 U/mL, que es equimolar
a 270-330 IV de insulina humana, y que comprende ademas en el intervalo de 20 - 400 pg/mL de cinc.

15. La formulacién acuosa para uso de la reivindicacion 14, en donde dicha composicion farmacéutica comprende
ademas excipientes seleccionados del grupo que consiste en m-cresol, glicerol, polisorbato 20 y sodio.

16. La formulacién acuosa para uso de la reivindicacion 14, en donde dicha composicion farmacéutica comprende
ademas de 0,1 pug a 10 ug de lixisenatida por U de insulina glargina.

17. Una formulacién farmacéutica acuosa con pH entre 3,4 y 4,6 que comprende insulina glargina para uso en reducir
la incidencia de hipoglucemia en el tratamiento de la Diabetes Mellitus de Tipo | 'y Tipo Il en un paciente con una
insulina de accion prolongada, en donde la concentracién de insulina glargina es de 270-330 U/mL, que es equimolar
a 270-330 IV de insulina humana, y que comprende ademas en el intervalo de 20 - 400 pug/mL de cinc.

18. La formulacion acuosa para uso de la reivindicacion 17, en donde dicha composicién farmacéutica comprende
ademas excipientes seleccionados del grupo que consiste en m-cresol, glicerol, polisorbato 20 y sodio.

19. La formulacion acuosa para uso de la reivindicacion 17, en donde dicha composicién farmacéutica comprende
ademas de 0,1 ug a 10 pg de lixisenatida por U de insulina glargina.

20. Una formulacién farmacéutica acuosa con pH entre 3,4 y 4,6 que comprende insulina glargina para uso en
proporcionar una insulina basal de accién prolongada sin picos en el tratamiento de la Diabetes Mellitus de Tipo | y
Tipo Il en un paciente, en donde la concentracion de insulina glargina es de 270-330 U/mL, que es equimolar a 270-
330 IV de insulina humana, y que comprende ademas en el intervalo de 20 - 400 pg/mL de cinc.
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21. La formulacién acuosa para uso de la reivindicacién 20, en donde dicha composicién farmacéutica comprende,
ademas, excipientes seleccionados del grupo que consiste en m-cresol, glicerol, polisorbato 20 y sodio.

22. La formulacién acuosa para uso de la reivindicacién 20, en donde dicha composicion farmacéutica comprende,
ademas, de 0,1 pg a 10 pg de lixisenatida por U de insulina glargina.

23. La formulacion acuosa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para uso en el tratamiento de
Diabetes Mellitus de Tipo | y la Diabetes Mellitus de Tipo Il.
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Fig. 8

|A Insulma glargma 100 U/ml | B_Insulina glargma 300 U/ml
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