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Relatorio Descritivo da Patente de Invencao para "FORMULA-
GAO FARMACEUTICA ACIDA DE INSULINA COM ESTABILIDADE
APERFEICOADA".

Descrigao

A invengao refere-se a uma formulagdo farmacéutica contendo
um polipeptidio escolhido de um grupo contendo insulina, um metabdlito de
insulina, um analego de insulina, um derivado de insulina ou combinagbes
destes; um tensoativo ou combinacdes de varios tensoativos; eventualmente
um conservante ou combinagées de varios conservantes; e eventualmente
um agente isotdnico, tampéc ou outras substancias auxiliares ou combina-
¢oes das mesmas, sendo que a formulagao farmacéutica apresenta um valor
de pH na faixa acida.

Estas formula¢des podem ser empregadas para o tratamento de
diabetes, e sdo particularmente apropriadas para preparagdes, nas quais €
necessario elevada estabilidade em relacdo a cargas térmicas efou fisico-
mecanicas. A invengao refere-se, do mesmo modo, a preparagdes parente-
rais contendo tais formulagfes e gque podem ser empregadas em diabetes
bem como a metodos para preparar estas preparagées e para aperfeigoar a
estabilidade de preparagbes de insulina.

Pelo mundo, aproximadamente 120 milhdes de pessoas sofrem
de Diabetes mellitus. Dentre estas, aproximadamente 12 milhdes séo de di-
abetes tipo-l, para os quais a substituicdo da secrecao de insulina endécrina
ausente representa a unica terapia ate agora possivel. Os acometidos de-
pendem pelo resto da vida de inje¢cdes de insulina, via de regra, varias vezes
ao dia. Ao contrério do diabetes tipo-l, no diabetes tipo-Il, nao ha basicamen-
te uma falta de insulina, no entanto, em muitos casos, sobretudo nos esta-
gios mais avangados, o tratamento com insulina eventualmente em combi-
nac¢ido com um antidiabético oral, & visto como a forma de terapia mais favo-
ravel. Em pessoas sadias, a liberagao de insulina pelo pancreas é estrita-
mente ligada a concentragac de glicose no sangue. Niveis elevados de gli-
cose no sangue, como ocorrem apés as refeicdes, sdo rapidamente com-
pensados por um aumento correspondente da secre¢ao de insulina. No es-

tado jejum, o nivel de insulina do plasma diminui para um valor basal, que é
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suficiente para garantir o abastecimento continuo com glicose de érgaos e
tecidos sensiveis a insulina € manter a produgdo hepatica de glicose baixa
durante a noite. A substituicdo da secre¢ao de insulina prépria do corpo por
aplicagéo exégena, na maioria subcutanea, de insulina nao alcanga, nem de
longe, a qualidade descrita acima da regulagao fisiolégica de glicose no san-
gue. Freglientemente isso leva a disparates para cima ou para baixo da gli-
cose do sangue, que em sua forma mais grave pode ser perigosa para vida.
Além disso, niveis elevados de glicose no sangue durante anos sem sinto-
mas iniciais representam, no entanto, risco consideravel para a saude. O
amplo estudo DCCT nos EUA (The Diabetes Control and Complications Trial
Research Group (1993) N. Engl. J. Med. 329, 977 — 986) demonstra inequi-
vocamente que niveis de glicose no sangue cronicamente elevados sao res-
ponsaveis essencialmente pelo desenvolvimento de doengas diabéticas tar-
dias. Doengas diabéticas tardias sdo danos micro- e macrovasculares que
se manifestam, entre outras, como retinopatias, nefropatias ou neuropatias e
que levam a cegueira, insuficiéncia renal bem como perda de extremidades
e, além disso, representam um elevado risco de doengas coronarias/ circu-
latérias. Assim, pode-se deduzir que uma terapia aperfeicoada do diabetes
em primeira linha precisa ter em vista manter a glicose do sangue o mais
proximo possivel da faixa fisioldégica. Segundo o conceito de terapia intensi-
va de insulina, isto pode ser alcangado por varias inje¢oes diarias de prepa-
ragoes de insulina de efeito rapido e lento. Formulagbes de efeito rapido sdo
aplicadas nas refei¢gdes para equilibrar o aumento pds-prandial da glicose do
sangue. Insulinas basais de efeito lento devem garantir o abastecimento ba-
sico com insulina, particularmente durante a noite, sem levar a uma hipogli-
cemia.

Insulina é um polipeptidio de 51 aminoéacidos, que se divide em
duas cadeias de aminoacidos: a cadeia A com 21 aminoacidos e a cadeia B
com 30 aminoacidos. As cadeias sao ligadas entre si por 2 pontes de dis-
sulfeto. Preparagdes de insulina sdo empregadas ha muitos anos para tera-
pia da diabetes. Para isto sdo empregadas ndo somente insulinas natural-

mente presentes, mas recentemente também derivados e analogos de insu-
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lina.

Analogos de insulina sdo analogos de insulinas naturalmente
presentes, notadamente insulina humana ou insulinas animais, que se dife-
renciam pela substituicdo de pelo menos um radical aminoacido natural-
mente presente com outros aminoacidos efou adigao/ retirada de pelo me-
nos um radical aminoacido da insulina naturalmente presente correspon-
dente, idénticos no mais. Também pode se tratar de aminoacidos néo pre-
sentes naturalmente.

Derivados de insulina sdo derivados de insulina naturalmente
presentes ou um analogo de insulina obtido por modificagdo quimica. A mo-
dificagdo quimica pode consistir, por exemplo, na adicdo de um ou mais gru-
pos quimicos determinados em um ou mais aminoacidos. Os derivados de
insulina e analogos de insulina possuem, via de regra, efeito um pouco dife-
renciado em relagao a insulina humana.

Analogos de insulina com inicio de efeito acelerado s&o descri-
tos nas patentes EP 0 214 826, EP 0 375 437 ¢ EP 0 678 522. A patente EP
0 124 826 refere-se, entre outros, a substituicdes de B27 e B28. A patente
EP 0 678 522 descreve analogos de insulina que apresentam na posigcao
B29 diferentes aminoacidos, de preferéncia, prolina, no entanto ndo acido
glutaminico.

A patente EP 0 375 437 engloba analogos de insulina com lisina
ou arginina em B28, que eventualmente pode ser modificada adicionalmente
em B3 e/ou A21.

Na patente EP 0 419 504 sao divulgados analogos de insulina
que sdo protegidos contra modificagdes quimicas, em que asparagina é mo-
dificada em B3 e pelo menos um outro aminoacido € modificado nas posi-
¢Oes A5, A15, A18 ou A21.

Derivados de insulina e analogos de insulina possuem, via de
regra, um efeito um pouco modificado em relagdo a insulina humana.

Na patente WO 92/00321 sdo descritos analogos de insulina,
nos quais pelo menos um aminoacido das posi¢coes B1-B6 € substituido por

lisina ou arginina. Insulinas deste tipo apresentam, de acordo com a patente
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WO 92/00321, efeito prolongado. Os analogos de insulina descritos na pa-
tente EP-A 0 368 187 também apresentam efeito retardado.

As preparagdes de insulinas encontradas no comércio de insuli-
nas naturalmente presentes para substituicdo de insulina diferenciam-se
pela origem da insulina (por exemplo, insulina bovina, suina, humana), bem
como pela composigdo que pode influenciar o perfil de agao (inicio do efeito
e duragao do efeito). Pela combinagao de diferentes preparados de insulina
podem ser obtidos diferentes perfis de agdo e pode-se ajustar valores de
acucar no sangue mais fisioldgicos possiveis. A tecnologia de DNA recombi-
nante permite, hoje em dia, a preparac¢éo de tais insulinas modificadas. Para
isto, soma-se insulina glargin (Gly(A21)-Arg(B31)-Arg(B32)-insulina humana)
com duragao de efeito prolongado. Insulina glargin é injetada como solugao
acida, clara e precipita em virtude de suas propriedades de solugdo na faixa
fisiologica de pH do tecido subcutaneo como associado de hexdmero esta-
vel. Insulina glargin é injetada uma vez por dia e caracteriza-se em relagéo a
outras insulinas de efeito prolongado por seu perfil de soro baixo e pela re-
dugéo do perigo ligado a este de hipoglicemia noturna (Schubert-Zsilavecz et
al., 2; 125-130 (2001)).

A preparagéo especifica da insulina glargin que leva a duragao
de efeito prolongado, é caracterizada por uma solugdo clara com valor pH
acido, ao contrario das preparag¢des até agora descritas. Justamente com
valor pH acido, as insulinas mostram, no entanto, reduzida estabilidade e
elevada tendéncia a agregacao com cargas térmicas e fisico-quimicas, que
podem ser observadas em forma de turvagoes e precipitagdes (formagao de
particulas) (Brange et al., J. Ph. Sci. 86; 517-525 (1997)).

A tendéncia a agregacao pode ser fomentada também por su-
perficies hidrofobas, que estdo em contato com a solugéo (Sluzky et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 9377 — 9381 (1991)). Como superficies hidréfobas
podem ser considerados os recipientes de vidro das preparagdes, o material
tampdo das tampa de vedagdo ou a superficie limite da solucdo com o ar.
Além disso, finas goticulas de dleo de silicone podem fundir como nucleos

de agregagao hidrofobos adicionais na tomada da dose diaria de insulina por
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meio de seringas siliconadas de insulina, usuais no comércio, e acelerar o
processo.

A patente WO 01/43762 descreve preparagdes farmacéuticas
parenterais aquosas contendo um polipeptidio e glicerina, nas quais a esta-
bilizagdo da preparagao deve ser alcangada por purificagdo dos componen-
tes desestabilizadores da glicerina. A patente WO 00/23098 descreve prepa-
ragoes de insulina estabilizada com polissorbato 20 ou poloxdmero 188 para
aplicagdo pulmonar, ndo descreve, no entanto, a estabilizagcdo em solugdo
acida contra nucleos de agregacao.

O pedido de patente internacional PCT/EP 02/02625 (ndo publi-
cado) descreve preparagoes de insulina isentas de zinco ou pobres em zinco
com estabilidade aperfeicoada pela adigdo de tensoativos, sob temperatura
ambiente e temperatura corporal e carga mecanica; no entanto, nao descre-
ve a estabilizagdo de preparagbes acidas de insulina contra nucleos de
agregacao hidréfobos.

Cabe, assim, a presente invengao a tarefa de encontrar prepara-
¢coes de insulinas soluveis no acido com tensoativos, que se caracterizem
por uma elevada estabilidade ao armazenamento em relagédo a cargas por
temperatura ou estresse fisico-mecanico e que tolerem uma elevada carga
com nucleos de agregacgao hidréfobos.

Verificou-se, agora, surpreendentemente, que a adicdo de ten-
soativos pode aumentar fortemente a estabilidade de preparagdes acidas de
insulina e com isto podem até ser preparadas preparagées que garantam
estabilidade superior por varios meses sob carga térmica em relagéo a nu-
cleos de agregacao hidréfobos.

As preparagbes farmacéuticas contém 60 — 6000 nmol/ml, de
preferéncia, 240 — 3000 nmol/ml de uma insulina, um metabélito de insulina,
um analogo de insulina ou de um derivado de insulina.

Como tensoativos podem ser empregados, entre outros, tensoa-
tivos nao-idnicos. Sao particularmente preferidos tensoativos farmaceutica-
mente empregaveis, como, por exemplo:

semi-ésteres e -éteres e ésteres e éteres de acido graxo de alcoois poliva-
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lentes, como do glicerol, sorbitol e semelhantes (Span®, Tween®, particu-
larmente Tween® 20 e Tween® 80, Myri®, Brij®), Cremophor® ou poloxa-
meros. Os tensoativos estao presentes na composigao farmacéutica em uma
concentragdo de 5 — 200 ug/ml, de preferéncia, de 5 — 120 pg/ml e particu-
larmente preferido de 20 — 75 pg/ml.

A preparagdo pode conter também conservantes (por exemplo,
fenol, cresol, parabenos), agentes isotdnicos (por exemplo, manitol, sorbitol,
lactose, dextrose, trehalose, cloreto de sédio, glicerol), substancias tampao,
sais, acidos e lixivias, bem como outras substancias ativas. Estas substan-
cias podem estar presentes, em cada caso, sozinhas ou como misturas.

Glicerol, dextrose, lactose, sorbitol e manitol estdo usualmente
presentes na preparagao farmacéutica em uma concentragéo de 100 — 250
mM, NaCl em uma concentragdo de até 150 mM. Substéncias tampé&o,
como, por exemplo, tampdes-fosfato, -acetato, citrato, arginina, glicilglicina
ou TRIS (isto &, 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol) bem como sais cor-
respondentes, estdo presentes em uma concentragdo de 5 — 250 mM, de
preferéncia, 10 — 100 mM. Outras substancias ativas podem ser, entre ou-
tras, sais ou arginina.

Objeto da invengéo é, pois, uma formulagao farmacéutica con-
tendo um polipeptidio escolhido de um grupo contendo insulina, um analogo
de insulina, um derivado de insulina, um metabdlito ativo de insulina ou
combinagées destes; um tensoativo ou combinagbes de varios tensoativos;
eventualmente um conservante ou combinagées de varios conservantes; e
eventualmente um agente isotonico, substancias tampao e/ou outras sub-
stancias auxiliares ou combinacoes destas, sendo que a formulagdo farma-
céutica é uma solugao clara, que apresenta um valor pH na faixa acida (pH
1-6,8), de preferéncia, pH 3,5 — 6,8, muito particularmente preferido 3,5 —
4,5.

Preferida € uma formulagdo farmacéutica deste tipo, em que o
tensoativo é escolhido a partir de um grupo contendo semi-ésteres e -éteres
e ésteres e éteres de acido graxo de alcoois polivalentes, como do glicerol e

sorbitol, polidis; sendo que os semi-ésteres e -éteres e ésteres e éteres de
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acido graxo do glicerol e sorbitol sdo escolhidos a partir de um grupo con-
tendo Span®, Tween®, Myri®, Brij®, Cremophor®; sendo que os poliois sao
escolhidos dos grupos polipropilenoglicéis, polietilenoglicois, poloxdmeros,
plurénicos, tetrénicos; sendo que o conservante é escolhido de um grupo
contendo fenol, cresol, parabenos; sendo que o agente isotdnico é escolhido
a partir de um grupo contendo manitol, sorbitol, cloreto de sédio, glicerol;
sendo que as substancias auxiliares sdo escolhidas de um grupo contendo
substancias tampao, acidos, lixivias; sendo que os analogos de insulina sao
escolhidos a partir de um grupo contendo Gly(A21)- Arg(B31)- Arg(B32)- in-

B2 insulina

sulina humana, Lys(B3)-Glu(B29)-insulina humana; Lys®%Pro
humana, B28 Asp-insulina humana, insulina humana na qual a prolina foi
substituida na posi¢cdo B28 com Asp, Lys, Leu, Val ou Ala e onde a posigao
B29 Lys pode ser substituida por Pro; Ala B26-insulina humana; Des(B28-
B30)-insulina humana; Des(B27)-insulina humana ou Des(B30)-insulina hu-
mana;

sendo que o derivado de insulina é escolhido a partir de um grupo contendo
B29-N-miristoila-des(B30)-insulina  humana, B29-N-paimitoila-des(B30)-
insulina humana, B29-N-miristoila insulina humana, B29-N-palmitoila insulina

humana, B28-N-miristoila Lys®?®Pro®?

insulina humana, B28-N-palmitoila-
Lys®®Pro®2 insulina humana, B30-N-miristoila-Thr®?®°Lys®* insulina huma-
na, B30-N-palmitoila- Thr’?’Lys®*? insulina humana, B29-N-(N-palmitoila)-y-
glutamila)-des(B30) insulina humana, B29-N-(N-litocolila-y-glutamiia)-
des(B30) insulina humana, B29-N-(w-carboxiheptadecanoila)-des(B30) insu-
lina humana e B29-N-(w-carboxiheptadecanoila) insulina humana.

Outro objeto da invengao é uma formulacao farmacéutica como
descrita acima, na qual a insulina, o analogo de insulina, o metabdlito ativo
de insulina e/ou o derivado de insulina esta presente em uma concentragéo
de 60 — 6000 nmol/ml, de preferéncia, em uma concentragao de 240 — 3000
nmol/ml (isto corresponde a aproximadamente uma concentragao de 1,4-35
mg/ml ou 40 — 500 unidades/ml); na qual o tensoativo esta presente em uma
concentragdo de 5 — 200 pg/ml, de preferéncia, de 5 — 120 pg/ml e particu-
larmente preferido de 20 — 75 ug/ml.
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Outro objeto da invengéo é uma formulagdo farmacéutica como
mencionada acima, na qual glicerol e/ou manitol esta presente em uma con-
centragdo de 100 — 250 mM, e/ou NaCl esta presente, de preferéncia, em
uma concentragao de até 150 mM.

Um outro objeto da invengdo é uma formulagdo farmacéutica
como mencionada acima, na qual uma substancia tampéao esta presente em
uma concentragdo de 5 — 250 mM.

Outro objeto da invengdo € uma formulagao farmacéutica de in-
sulina, contendo outros aditivos como, por exemplo, sais, que retardam a
liberagdo de insulina. Misturas de tais insulinas de efeito retardado com as
formulagbes descritas acima, também estéo incluidas.

Outro objeto da invengao € um método para preparagao de for-
mulagdes farmacéuticas deste tipo. E igualmente outro objeto da invengéo, o
uso de formulagdes deste tipo para o tratamento da Diabetes mellitus.

Outro objeto da invengdo € o uso ou a adigdo de tensoativos
como estabilizador durante o processo de preparagao de insulina, analogos
de insulina ou derivados de insulina ou suas preparacoes.

A patente é, a seguir, descrita por meio de alguns exemplos, que
nao devem, de modo algum, limita-la.

Exemplos:

Os exemplos a seguir devem elucidar melhor a inveng&o, sem

limita-la.

Testes de comparagao: séo preparadas diferentes preparagdes com o ana-

logo de insulina, insulina glargin (Gly(A21), Arg(B31), Arg(B32)-insulina hu-
mana). Para isto, a insulina glargin é suspensa em uma parte de agua para
fins de injecao, dissolvida em pH 3 — 4; sdo adicionados os outros compo-
nentes, o valor pH é ajustado com acido cloridrico/ NaOH em 4,0 +/- 0,2 e
completado até o volume total. A concentragao de insulina glargin perfaz, em
cada um dos testes descritos a seguir, 3,6378 mg/ml (corresponde a 100
unidades/ml). E preparada uma segunda preparagao idéntica, no entanto é
adicionada mais uma determinada quantidade de um tensoativo. As solu-

¢des sao colocadas em recipientes de vidro ("Vials") de 10 ml, que sdo entdo
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fechados com tampas rebordeadas. Estes recipientes s&o submetidos entao
a condig¢des simuladas de estresse fisico-mecanico ou de uso:

1. Teste de uso: os recipientes sdo separados em caixas com
tampa invertida e armazenados durante o tempo de teste de 28 dias a +25°
C e umidade ambiente controlada, com auséncia de luz. Para simular a o
uso pelo paciente sao retirados diariamente, uma vez, aproximadamente 5
IU da solugdo com uma seringa de insulina usual no comércio e descarta-
dos. No inicio e no final da semana de trabalho este procedimento é efetua-
do duas vezes, para ajustar a retirada no final de semana. Antes de cada
retirada ocorre uma avaliagdo visual da solugdo nos recipientes em relagéo a
turvagao e/ou formacgao de particulas.

2. Teste de agitagao: Os recipientes sao deitados em uma caixa
com tampa invertida colocada em um agitador de laboratério com incubado-
ra e termostato e agitados a 25° C com 90 rotagbes/ min paralelamente ao
movimento horizontal, por um periodo de 10 dias. Apds tempos determina-
dos, é determinado o valor de turvagdo das amostras por meio de um fotd-
metro de turvagdo de laboratorio (nefeldbmetro) em unidades nefelométricas
de formaldazina ("Formaldazine Nephelometric Unit" = FNU). O valor de tur-
vagao corresponde a intensidade da radiagao dispersada da luz irradiada em
particulas suspensas na amostra.

Exemplo 1: Estabilizagdo do periodo em uso de insulina glargin com polis-
sorbato 20 (Tween® 20)

a) A solugao é filtrada com uma combinacao de filtro de 0,2 ym e

0,1 ym, até tornar-se estéril. A seguir, ela € colocada em frascos de injegao
de 10 ml, que sdo entdo fechados com tampas rebordeadas contendo discos
de vedagao.

b) E preparada uma solugdo de comparac&o idéntica, no entan-
to, para finalidade de injegdo, uma quantidade apropriada de tensoativo (10-
30 ppm de polissorbato 20) € suspensa em agua.

As amostras sdo armazenadas a +5°C, 25°C e 37°C por um pe-
riodo determinado. Em cada caso 10 amostras sdo, a seguir, submetidas ao

teste de uso.
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Os resultados estdo reunidos nas tabelas a seguir.

Armazenamento p

or 3 meses a 5°C

Quantidade de "Vials" com formagao de par-

ticulas apos
Amostra 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Insulina glargin 7 10 10 10
insulina glargin
+ 0,010 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20
Insulina glargin
+ 0,015 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20
Insulina glargin
+ 0,020 mg/ml de polissor- 0 0 0 1
bato 20
Insulina glargin
+ 0,030 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20

Armazenamento por 6 meses a 5°C

Quantidade de "Vials" com formagéo de par-

ticula apos
Amostra 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Insulina glargin 1 10 10 10
Insulina glargin
+ 0,010 mg/ml de polissor- 0 0 0 1
bato 20
Insulina glargin
+ 0,015 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20
Insulina ggrgin
+ 0,020 mg/ml de polissor- 0 0 0 1
bato 20
Insulina glargin
+ 0,030 mg/ml de polissor- 0 0 1 0
bato 20
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Armazenamento por 3 meses a 25°C

Quantidade de "Vials" com formagao de par-

bato 20

ticula apos
Amostra 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Insulina glargin 9 10 10 10
Insulina glargin
+ 0,010 mg/ml de polissor- 2 2 2 2
bato 20
Insulina glargin
+ 0,015 mg/ml de polissor- 0 0 0 1
bato 20
Insulina glargin
+ 0,020 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20
Insulina glargin
+ 0,030 mg/ml de polissor- 0 0 0 0

Armazenamento por 6 meses a 25°C

Quantidade de "Vials" com formagéo de par-

bato 20

ticula apos
Amostra 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Insulina glargin 10 10 10 10
Insulina glargin
+ 0,010 mg/ml de polissor- 0 0 0 1
bato 20
Insulina glargin
+ 0,015 mg/ml de polissor- 0 0 1 0
bato 20
Insulina glargin
+ 0,020 mg/mi de polissor- 0 0 0 0
bato 20
Insulina glargin
+ 0,030 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
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Armazenamento por 1 més a 37°C

Quantidade de "Vials" com formac¢ao de par-

ticula ap6s
Amostra 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Insulina glargin 0 10 10 10
Insulina glargin
+ 0,010 mg/ml de polissor- 0 3 3 5
bato 20
Insulina glargin
+ 0,015 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20
Insulina glargin
+ 0,020 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20
Insulina glargin
+ 0,030 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20

Armazenamento por 3 meses a 37°C

Quantidade de "Vials" com formacgéao de par-

ticula apds
Amostra 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Insulina glargin 5 9 10 10
Insulina glargin
+ 0,010 mg/ml de polissor- 1 1 1 1
bato 20
Insulina glargin
+ 0,015 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20
Insulina glargin
+ 0,020 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20
Insulina glargin
+ 0,030 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20
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Armazenamento por 6 meses a 37°C

Quantidade de "Vials" com formacgdo de par-
ticula apos
Amostra 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Insulina glargin 10 10 10 10
Insulina glargin
+ 0,010 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20
Insulina glargin
+ 0,015 mg/ml de polissor- 0 0 1 0
bato 20
Insulina glargin
+ 0,020 mg/ml de polissor- 0 0 0 0
bato 20
Insulina glargin
+ 0,030 mg/ml de polissor- 1 1 1 1
bato 20

Sem adigado de polissorbato 20 pode ocorrer formagao de parti-
culas na solugdo ja apds 7 dias em uso. Pela adigdo de polissorbato 20, a
formacgéao de particulas pode ser nitidamente reprimida durante o periodo de
uso.

O efeito estabilizador do polissorbato 20 permanece mesmo com
armazenamento sob temperaturas elevadas por um periodo de 3 meses. Um
enfraquecimento do efeito estabilizador pela possivel hidrolise do polissor-
bato no meio acido da solugdo nédo pdde ser determinado em comparagao
com os dados apds 1 més de armazenamento.

Exemplo 2: Estabilizacdo de insulina glargin com polissorbato 20 com cargas

de estresse fisico-mecanicas

a) A solugao é filtrada com uma combinagéo de filtro 0,2 ym e
0,1 um até tornar-se estéril. A seguir, ela é colocada em frascos de injegao
de 10 ml e fechadas com tampas com discos de vedagao.

b) E preparada uma solugdo de comparagéo idéntica, no entan-

to, para finalidade de injegdo, uma quantidade apropriada de tensoativo



(0,010 — 0,030 mg/ml de polissorbato 20) é suspensa em agua.
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As amostras sdo armazenadas a +5° C, 25° C e 37° C por um

periodo determinado. Em cada caso, 5 amostras séo, a seguir, submetidas a

um teste de agitagao.

Os resultados estdo reunidos nas tabelas a seguir, o limite 15

FNU corresponde a turvagoes, que sao reconhecidas a luz do dia.

Armazenamento por 1 més a 5° C
Quantidade de "Vials”" > 15 FNU
Amostra Odia}| 05dia| 1dia | 2dias | 3dias | 4dias | 6dias | 8dias | 10dias
Insulina glargin 0 0 0 2 3 3 4 4 4
Insulina glargin 0 0 0 0 0 1 3 4 5
+ 0,010 mg/ml de
polissorbato 20
Insulina glargin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,015 mg/ml de
polissorbato 20
Insulina glargin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,020 mg/mi de
polissorbato 20
Insulina glargin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,030 mg/mi de
polissorbato 20
Armazenamento por 1 més a 25°C
Quantidade de "Vials" > 15 FNU
Amostra Odia|05dia [1dia [2dias |3dias |4dias |6dias |8dias | 10dias
Insulina glargin 0 0 0 1 1 1 1 2 3
Insulina glargin 0 0 0 0 0 0 1 2 3
+ 0,010 mg/ml de
polissorbato 20
Insulina glargin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,015 mg/ml de
polissorbato 20
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Continuagao...
Quantidade de "Vials" > 15 FNU
Amostra Odia|05dia [1dia [2dias |3dias |4dias |6dias |8dias | 10das
Insulina glargin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,020 mg/mi de
polissorbato 20
Insulina glargin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,030 mg/ml de
polissorbato 20
Armazenamento por 1 més a 37°C
Quantidade de "Vials" > 15 FNU
Amostra Odia |05dial1dia |2dias |3dias |4dias |6dias |8dias | 10dias
Insulina glargin 0 0 0 2 5 5 5 5 5
Insulina glargin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,010 mg/ml de
polissorbato 20
Insulina glargin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,015 mg/mi de
polissorbato 20
Insulina glargin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,020 mg/ml de
polissorbato 20
Insulina glargin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0,030 mg/ml de |
polissorbato 20

Sem adigdo de polissorbato 20 pode aparecer uma visivel turva-

¢ao na solugao, ja apds 2 dias de forte esforgo fisico-mecanico. Pela adigao

de polissorbato 20, a formagao de turvagdo pode ser nitidamente retardada

durante o estresse fisico-mecanico.

O efeito estabilizador do polissorbato 20 permanece mesmo com

armazenamento sob elevadas temperaturas.

Um enfraquecimento do efeito estabilizador pela possivel hidroli-
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se do polissorbato no meio acido da solugao ndo pode ser determinado.

Exemplo 3: Comparacido da estabilizacdo do periodo de uso de insulina

glargin com polissorbato 20 (Tween® 20) e com polissorbato 80 (Tween® 20)

De cada vez abrir 10 "Vials" com 5 ml de solugao injetavel de

insulina glargin e

a) adicionar 0,001 mg/ml de polissorbato 20

b) adicionar 0,01 mg/ml de polissorbato 20

c) adicionar 0,001 mg/ml de polissorbato 80

d) adicionar 0,01 mg/ml de polissorbato 80

em forma de solugdo—mae concentrada.

As amostras s@o a seguir submetidas a um teste de uso.

Os resultados estédo reunidos na tabela a seguir.

"Vials" com formacao de particula apés

+ 0,010 mg/ml de
olissorbato 80

Amostra 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Insulina glargin Nao Sim Sim, apare- | Sim, apare-
+ 0,001 mg/ml de cem muitas | cem muitas
polissorbato 20 particulas particulas
Insulina glargin Nao Néao Nao Nao

+ 0,010 mg/m! de

polissorbato 20

Insulina glargin Nao Sim Sim, apare- | Sim, apare-
+ 0,001 mg/ml de cem muitas | cem muitas
polissorbato 80 particulas | particulas
Insulina glargin Nao Nao Nao Nao

Uma adi¢ao de polissorbato 20 ou de polissorbato 80 em uma

concentragao de 0,01 mg/ml pode igualmente estabilizar a solugdo contra

formacao de particulas durante o periodo de uso.




10

15

20

25

30

REIVINDICAGOES

1. Formulagdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que com-
preende:

Gly(A21), Arg(B31), Arg(B32)-insulina humana;

um tensoativo selecionado do grupo consistindo em polissorbato 20
e polissorbato 80 em uma concentragdo de 5 — 200 pg/mL;

opcionalmente um conservante ou combinagdes de dois ou mais
conservantes; e

opcionalmente um agente isotdnico, tampao ou excipientes adicio-
nais ou combinagdes dos mesmos,

sendo que a formulagcdo farmacéutica € uma solugao clara, que
apresenta um valor de pH na faixa acida (pH 3,5 — 4,5).

2. Formulagéo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 1, ca-
racterizada pelo fato de que o conservante é escolhido a partir de um grupo
compreendendo fenol, cresol, clorocresol, alcool benzilico, parabenos.

3. Formulacéo farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que o agente isotbnico é escolhido de um grupo
compreendendo manitol, sorbitol, lactose, dextrose, trehalose, cloreto de sédio,
glicerol.

4. Formulagao farmacéutica de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que as substancias auxiliares sao
escolhidas de um grupo compreendendo substancias tampao como, por exem-
plo, TRIS, fosfato, citrato, acetato, glicilglicina ou outras substancias como aci-
dos, lixivias, sais.

5. Formulagao farmacéutica de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que a insulina Gly(A21), Arg(B31),
Arg(B32)-insulina humana esta presente em uma concentragéo de 60 — 6000
nmol/ml.

6. Formulagdo farmacéutica de acordo com a reivindicagédo 5, ca-
racterizada pelo fato de que a insulina Gly(A21), Arg(B31), Arg(B32)-insulina
humana esta presente em uma concentragcédo de 240 — 3000 nmol/ml.

7. Formulagdo farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 6, ca-



10

15

20

racterizada pelo fato de que o tensoativo esta presente em uma concentragéao
de 5 - 120 pg/ml.

8. Formulagao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 7, ca-
racterizada pelo fato de que o tensoativo esta presente em uma concentragéao
de 20 -75 pg/ml.

9. Formulagao farmacéutica de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes 4 a 8, caracterizada pelo fato de que o glicerol e/ou manitol estdo
presentes em uma concentragéao de 100 — 250 mM.

10. Formulagao farmacéutica de acordo com a reivindicacéo 9, ca-
racterizada pelo fato de que o NaCl esta presente em uma concentragéo de até
150 mM.

11. Formulagdo farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 10, caracterizada pelo fato de que uma substancia tampao
esta presente em uma concentragao de 5 — 250 mM.

12. Formulagdo farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 11, caracterizada pelo fato de que o tensoative é polissorba-
to 20.

13. Formulagdo farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 12, caracterizada pelo fato de que o tensoative é polissorba-
to 80.
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