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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "PREPARA-
GAO DE INSULINA POBRE EM ZINCO E ISENTA DE ZINCO COM ESTA-
BILIDADE APERFEICOADA".

A invencao refere-se a formulagées farmacéuticas estabilizadas
contendo um polipeptideo escolhido de um grupo contendo insulina (por
exemplo insulina humana, insulina de boi ou de porco), um analogo de insu-
lina, um derivado de insulina, metabdlitos de insulina ativos ou combinagdes
destes; um tensoativo ou combinagdes de varios tensoativos e opcional-
mente um agente de conservagao ou combinagao de varios agentes de con-
servacao bem como opcionalmente um agente isotonizante, tampao ou ou-
tras substancias auxiliares ou combinagdes destas, sendo que a formulagao
farmacéutica é pobre em zinco ou é isenta de zinco. Estas formulagdes po-
dem ser empregadas para o tratamento de diabetes e sao particularmente
empregaveis em bombas de insulina, "Pens", injetores, inaladores ou para
preparagdes nas quais € necessaria uma elevada estabilidade fisica. A in-
vengao refere-se igualmente a preparagdes parenterais, que contém tais
formulacdes e que podem ser empregadas na diabetes, bem como métodos
para produzir os preparados e aperfeicoar a estabilidade dos preparados de
insulina.

Pelo mundo, aproximadamente 120 milhdes de pessoas sofrem
de diabetes. Dentre estas, aproximadamente 12 milhdes sao diabéticos do
tipo I, para os quais a substituicdo da secregdao de insulina enddcrina au-
sente representa a unica terapia possivel no momento. Os acometidos pre-
cisam durante toda a vida, via de regra, varias vezes diariamente, de inje-
¢Oes de insulina. Ao contrario do tipo | de diabetes, no tipo Il de diabetes nao
existe em principio a falta de insulina, no entanto, em inumeros casos, so-
bretudo no estagio progressivo, o tratamento com insulina, eventualmente
em combinagdo com um antidiabético oral, é visto como forma de terapia
favoravel.

Em pessoas saudaveis, a liberagao de insulina pelo pancreas é
estritamente ligada a concentracao de glicose no sangue. Taxas elevadas de

glicose no sangue, tal como aparecem apds as refeicdes, sao rapidamente



10

15

20

25

30

compensadas por um aumento correspondente da secre¢ao de insulina. Em
jejum a taxa de insulina no plasma baixa para um valor basal, que é sufici-
ente para garantir um abastecimento dos 6rgaos e tecidos sensiveis a insuli-
na com glicose e manter baixa a produgao de hepatica de glicose durante a
noite. A substituicao da secrecao de insulina do préprio corpo pela aplicagao
exdégena, na maioria subcutanea de insulina, via de regra, nao alcanca nem
de longe a qualidade descrita acima da regulagem fisiolégica da glicose no
sangue. Frequentemente chega a haver disparates da glicose no sangue
para cima ou para baixo, que podem ser perigosos para vida em suas piores
formas. Além disso, no entanto, taxas elevadas de glicose no sangue du-
rante anos, sem sintomas iniciais, representam também um elevado risco
para a saude. Os estudos DCCT de grande interesse nos EUA (The Diabe-
tes Control and Complications Trial Research Group (1993), N. Engl. J. Med.
329, 977-986) mostra que taxas de glicose no sangue cronicamente eleva-
das sdo responsaveis essencialmente pelo desenvolvimento de doencas
diabéticas posteriores. Doengas diabéticas posteriores sdo danos micro- e
macrovasculares que se manifestam, entre outros, como retinopatias, nefro-
patias ou neuropatias e que levam a cegueira, colapso renal bem como a
perda de extremidades e além disso sao um elevado risco para doengas do
coracao/circulacao. Daqui pode-se deduzir que uma terapia aperfeicoada do
diabetes precisa, em primeira linha, manter a glicose no sangue o mais proé-
ximo possivel da faixa fisiolégica. Segundo o conceito de terapia intensiva de
insulina isto deve ser alcangcado por varias injecoes diarias de preparados de
insulina ativos rapida e lentamente. Formulagdes de efeito rapido sao aplica-
das nas refei¢cbes, para equilibrar o aumento pds-prandial da glicose no san-
gue. Insulinas basais lentamente ativas devem garantir o abastecimento ba-
sico com insulina principalmente durante a noite, sem levar a uma hipogli-
cemia.

Insulina € um polipeptideo de 51 aminoacidos que se dividem
em 2 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. Preparagées de insulina sdo empregadas ha anos para a terapia de
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diabetes. Para isto sdo empregas nao so insulinas de origem natural, mas
recentemente também derivados e analogos de insulina.

Analogos de insulina sao analogos de insulinas de origem natu-
ral, a saber insulina humana ou insulinas animais, que se distinguem pela
substituicao de pelo menos um radical aminoacido que aparece natural-
mente, com outros radicais aminoacidos e/ou adigao/remogao de pelo me-
nos um radical aminoacido da correspondente insulina natural, no mais,
idéntica. Nos radicais aminoacidos a serem adicionados e/ou substituidos
pode tratar-se também daqueles que nao aparecem naturalmente.

Derivados de insulina sao derivados oriundos de insulina natural
ou de um analogo de insulina, que sao obtidos por meio de modificagées
quimicas. A modificagao quimica pode consistir, por exemplo, na adi¢ao de
um ou mais grupos quimicos determinados a um ou mais aminoacidos.

Via de regra, os derivados de insulina e analogos de insulina
apresentam, em relagcao a insulina humana, um efeito um pouco modificado.

Analogos de insulina com inicio de efeito acelerado sao descri-
tos nas patentes EP 0 214 826, EP 0 375 437 e EP 0 678 522. A patente
EP 0 124 826 refere-se, entre outros, a substituicoes de B27 e B28. A pa-
tente EP 0 678 522 descreve analogos de insulina que na posicao B29 apre-
sentam diferentes aminoacidos, de preferéncia prolina, porém nao acido
glutamico.

A patente EP 0 375 437 abrange analogos de insulina com lisina
ou arginina em B28 que, opcionalmente, podem estar adicionalmente modifi-
cados em B3 e/ou A21.

Na patente EP 0 419 504 sao descritos analogos de insulina que
séo protegidos contra modificagdes quimicas, nos quais asparagina em B3 e
pelo menos um outro aminoacido nas posicoes A5, A15, A18 ou A21 sao
modificados.

Na patente WO 92/00321 sao descritos analogos de insulina em
que pelo menos um aminoacido da posicao B1 - B6 esta substituido com
lisina ou arginina. Insulinas deste tipo apresentam, de acordo com a patente

WO 92/00321, um efeito mais prolongado.
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Os preparados de insulina comercializados, oriundos de insuli-
nas naturais para substituicao de insulina distinguem-se pela procedéncia da
insulina (por exemplo insulina de boi, de porco, insulina humana), bem como
pela composi¢do, o que pode influenciar o perfil da agao (inicio do efeito e
duracao do efeito). Pela combinagao de diferentes preparados de insulina
séo obtidos diferentes perfis de efeito e possiveis regulagens de valores fisi-
ologicos de glicemia. Ha algum tempo estdo disponiveis no comércio nao
somente as chamadas insulinas oriundas de fonte natural, mas também pre-
paragdes de derivados de insulina ou analogos de insulina que mostram
uma cinética modificada. A tecnologia recombinante do DNA possibilita atu-
almente a preparacao de tais insulinas modificadas. A estas pertencem os
chamados analogos de insulina mondémeros, tais como insulina lispro, insuli-
na aspart e HMR1964 (Lys(B3), insulina humana Glu(B29)) com um rapido
inicio de efeito, bem como insulina glargin com um efeito prolongado.

Além da duragao do efeito, a estabilidade do preparado é muito
importante para o paciente. Formulagdes de insulina estabilizadas com au-
mentada estabilidade fisica de longo prazo, sdo necessarias particularmente
para preparados que sao expostos a cargas mecanicas especiais ou tempe-
raturas elevadas. Entre estas estao, por exemplo, insulinas em sistemas de
aplicacdo como "Pens", sistemas de inalagao, sistemas injetaveis sem agu-
Ihas ou bombas de insulina. Bombas de insulina sdao ou portadas ou im-
plantadas no corpo dos pacientes. Em ambos os casos, o preparado depen-
de do calor e dos movimentos do corpo bem como do movimento de trans-
porte da bomba e, assim, esta sujeito a uma carga termomecanica muito
elevada. Como também "pens" de insulina ("pens" descartaveis ou "pens"
reutilizaveis) sao, normalmente levados junto ao corpo, aplica-se aqui o
mesmo. Preparados até agora conhecidos possuem somente estabilidade
limitada sob estas condi¢des. Insulina esta presente em solugao neutra em
concentragao farmacéutica em forma de hexédmeros estabilizados contendo
zinco, estruturados de 3 unidades idénticas de dimeros (Brange et al., "Dia-
betes Care" 13: 923 - 954 (1990)). Pela modificagao da sequéncia de ami-

noacidos, a associagao de insulina pode ser diminuida. Assim, por exemplo,
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0 analogo de insulina lispro esta predominantemente presente como mond-
mero e é, por isso, absorvido com maior rapidez e apresenta um efeito me-
nos prolongado (HPT Ammon e C. Werning; Antidiabetika; 2’ edicao; Wiss.
Verl.- Ges. Stuttgart; 2000; paginas 94 e seguintes). Justamente os andlogos
de insulina de rapido efeito, presentes em formas mondémeras ou dimeras
mostram, no entanto, estabilidade reduzida e tendéncia de agregacéao eleva-
da sob carga térmica e mecéanica. Ela é observada freqientemente em tur-
vacoes e precipitacdes de agregados insoluveis. (Bakaysa et al; Patente
U.S. n® 5474978). Estes produtos de transformacao de elevado peso mole-
cular (dimeros, trimeros, polimeros) e agregados diminuem nao somente a
dose de insulina aplicada, mas também podem minorar irritagées ou reagoes
imunolégicas em pacientes. Além disso, tais agregados insoluveis podem
aderir e obstruir as canulas e os tubos da bomba. Uma vez que zinco leva a
uma estabilizagao adicional da insulina, preparados pobres ou isentos de
zinco de insulina e analogos de insulina sao particularmente susceptiveis a
instabilidades. Em particular, analogos de insulina monoméricos com um
inicio rapido do efeito tendem, muito rapidamente, a agregacgao e instabilida-
des fisicas, uma vez que a formagao de agregados insoluveis decorre atra-
vés dos mondmeros da insulina. A fim de garantir a qualidade de um prepa-
rado de insulina é necessario evitar a formacao de agregados.

Existem varias preparagdes para estabilizar formulagées de in-
sulina. No pedido de patente internacional WO 98/56406 foram descritas
formulagoes estabilizadas por TRIS ou tampdes de arginina. A patente US
5866538 descreve um preparado de insulina que contém glicerol e cloreto de
sédio em concentragoes de 5 — 100 mM e que deve apresentar elevada es-
tabilidade. A patente US 5948751 descreve preparados de insulina com ele-
vada estabilidade fisica, alcancada pela adicdo de manitol ou agucares se-
melhantes. A adigdo de zinco em excesso a uma solugao de insulina con-
tendo zinco pode elevar igualmente a estabilidade (J. Brange et al., Diabetic
Medicine, 3; 532 — 536, 1986). A influéncia do valor de pH e de diferentes
substancias auxiliares sobre a estabilizada, de preparados de insulina tam-

bém foram detalhadamente descritos (J. Brange & L. Langkjaer, Acta Pharm.
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Nordica 4: 149 — 158).

Muitas vezes estes métodos de estabilizagdo para elevados re-
quisitos (aperfeicoamento da durabilidade a temperatura ambiente ou corpé-
rea e carga mecéanica) ou para os chamados analogos de insulina monomé-
ricos ou insulina de efeito rapido, que sao particularmente apropriados para
estresse fisico, ndao sao suficientes. Além disso, todos os preparados comer-
ciais de insulina contém zinco, que € adicionado a fim de estabilizar o prepa-
rado. Bakaya et al. descreve na patente US 5474978 formulagdes estabiliza-
das de complexos de insulina que consistem em 6 mondmeros de analogos
de insulina, 2 atomos de zinco e pelo menos 3 moléculas de um conservante
fendlico. Estas formulagdes podem conter adicionalmente uma substancia-
tampao fisiologicamente aceitavel e um conservante. Se, ao contrario, a in-
tencao for produzir preparados de insulina isentos ou pobres em zinco, os
métodos de estabilizagdo mencionados nao sao suficientes para uma prepa-
racdo comerciavel. Preparados de insulina lispro isentos de zinco, por
exemplo, nao puderam ser desenvolvidos em virtude da insuficiente estabili-
dade fisica (Bakaysa et al., Protein Science (1996), 5:2521 — 2531). Formu-
lacbes de insulina isentas ou pobres em zinco com suficiente estabilidade,
particularmente estabilidade fisica, nao estao descritas no estado da técnica.

Coube a presente invencao, portanto, a tarefa de encontrar pre-
parados isentos de zinco para insulinas e seus derivados e analogos, que se
destaquem por elevada estabilidade.

Verificou-se agora, surpreendentemente, que a adicéo de tenso-
ativos (emulsificadores) como por exemplo poloxadmeros ou polissorbatos
(Tween ®), pode aumentar drasticamente a estabilidade de preparados de
insulina e, assim, podem ser produzidos até preparados isentos de zinco que
apresentem estabilidade superior, para uso também em bombas de infusédo
ou outros sistemas de aplicagdo. Estes preparados apresentam estabilidade
elevada particularmente sob condicOes de estresse. Isto se aplica tanto para
insulina, analogos de insulina, derivados de insulina ou misturas dos mes-
mos.

A insulina, em preparados neutros, forma complexos com ions
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de zinco. Aqui, com suficiente concentracao de zinco formam-se de 6 molé-
culas de insulina e 2 ions de zinco, hexameros estaveis. Para a formagéao
desta estrutura é necessario uma concentragao de zinco de pelo menos
0,4% (peso/peso) em relagao a insulina. Isto corresponde, em um preparado
de 100 1U/ml insulina, a uma concentragao de cerca de 13 pg/ml de zinco.
Um excesso de zinco (por exemplo 4 ions de zinco por hexamero) estabiliza
outra vez nitidamente o preparado em relagao ao estresse fisico (J. Brange
et al., Neutral insulin solutions physically stabilized by the addition of Zn**.
Diabetic Med. 3, 532 - 536 (1986)). Ao contrario disto, no preparado com
pequenas concentragdes de zinco (< 0,4 % em peso em relagao a insulina) a
formacado de hexadmeros é reduzida. Isto leva a uma estabilidade do prepa-
rado drasticamente reduzida (J. Brange e L. Langkjaer; Acta Pharm. Nord, 4:
149 - 158 (1992)). "Isento de zinco" ou "pobre em zinco" no contexto da pre-
sente invencgéao significa a presenca de menos que 0,4% em peso de zinco
em relacao ao teor de insulina do preparado, de preferéncia menos que
0,2% em peso em relacao ao teor de insulina. Para um preparado de in-
sulina vendavel com 100 unidades por mililitro (0,6 umol/ml) isto significa,
por exemplo, uma concentragdo de menos que 13 ug/ml de ions de Zn**
(0,2 umol/ml), de preferéncia menos que 6,5 pg/ml de ions de Zn*™" no prepa-
rado farmacéutico em relagao a uma concentragéo de insulina de 100 unida-
des/ml. A isencao de zinco também pode ser alcang¢ada por adi¢do de subs-
tdncias complexantes de zinco, como por exemplo citrato ou EDTA, de modo
que nao estejam disponiveis suficientes ions de zinco para formacao do
complexo hexamero de insulina/zinco.

Os preparados farmacéuticos contém 60 - 6000 nmoles/mi, de
preferéncia 240 - 3000 nmoles/ml de uma insulina, de um metabdlito de in-
sulina, de um analogo de insulina ou de um derivado de insulina.

Como tensoativos podem ser empregados, entre outros, tensoa-
tivos nao-idnicos ou idnicos (anidnicos, catidnicos ou anféteros). Sao preferi-
dos particularmente tensoativos farmacéuticos usuais, como por exemplo:
saboes de metais alcalinos, de amino e de metais alcalino-terrosos (estea-

ratos, palmitatos, oleatos, ricinolatos), alquilsulfatos e alquilsulfonatos (lau-
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rilsulfato de sddio, cetilsulfato de sédio, estearilsulfato de sédio), tensoativos
naturais (sais de acido biliar, saponinas, goma arabica), tensoativos cationi-
cos (brometo de alconio, cloreto de cetilpiridinio, cetrimida), alcoois graxos
(alcool de cetila, alcool de estearila, colesterol), ésteres parciais e ésteres do
acido graxo de alcoois polivalentes como do glicerol, sorbitol entre outros
(Span®, Tween® , Myrj®, Brij®), Cremophor® ou poloxameros.

Os tensoativos estao presentes no preparado farmacéutico em
concentragao de 0,1 ug/ml - 10000 pg/ml, de preferéncia 0,1 pg/mi - 1000 pg/ml.

O preparado pode conter ainda conservantes (por exemplo fe-
nol, cresol, parabenos), agentes isotonizantes (por exemplo manitol, sorbitol,
lactose, dextrose, trehalose, cloreto de sédio, glicerol) substancias-tampao,
sais, acidos e lixivias, bem como outros agentes auxiliares. Estas substan-
cias podem estar presentes, de cada vez, individualmente ou também em
misturas.

Glicerol, dextrose, lactose, sorbitol e manitol via de regra, estéao
presentes no preparado farmacéutico em uma concentragao de 100 - 250 mM,
NaCl em uma concentragao de até 150 mM. Substancias-tampao como por
exemplo tampdes de fosfato, acetato, citrato, arginina, glicilglicina ou TRIS
(isto é, 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol) bem como os sais corres-
pondentes, estao presentes em uma concentragédo de 5 — 250 mM, de prefe-
réncia 10 — 100 mM.

Outras substancias auxiliares podem ser, entre outros, sais, ar-
ginina, protamina ou Surfen®.

Objeto da invengao é, pois, uma formulagao farmacéutica con-
tendo um polipeptideo escolhido de um grupo contendo insulina, um analogo
de insulina, um derivado de insulina, um metabdlito de insulina ou combina-
¢des dos mesmos; um tensoativo ou combinagdes de mais tensoativos; op-
cionalmente um conservante ou combinagéo de varios conservantes; e opci-
onalmente um isotonizante, substancias-tampao e/ou outros agentes auxilia-
res ou combinagdes dos mesmos, sendo que a formulagao farmacéutica é
isenta ou pobre em zinco; é preferida aquela formulagdo farmacéutica na

qual o tensoativo é escolhido de um grupo contendo sabdes de metal alcali-
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no, de amina, de metais alcalino-terrosos, sulfatos de alquila, sulfonatos de
alquila, tensoativos naturais, tensoativos catidnicos, alcoois graxos, ésteres
parciais e ésteres do acido graxo de alcoois polivalentes como do glicerol e
do sorbitol, polidis; sendo que os sabdes mencionados sao escolhidos de um
grupo contendo estearatos, palmitatos, oleatos, ricinolatos; sendo que os
sulfatos de alquila sdo escolhidos de um grupo contendo laurilsulfato de s6-
dio, cetilsulfato de sédio, estearilsulfato de sédio; sendo que os tensoativos
naturais sao escolhidos de um grupo contendo sais do &cido biliar, saponi-
nas, goma arabica, lecitinas; sendo que os tensoativos catidnicos sao esco-
Ihidos de um grupo contendo brometo de alcdnio, cloreto de cetilpiridinio,
Cetrimid®; sendo que os &lcoois graxos sdo escolhidos de um grupo conten-
do alcool de cetila, alcool de estearila, colesterol; sendo que os ésteres e
éteres parciais e ésteres e éteres do acido graxo do glicerol e sorbitol sao
escolhidos de um grupo contendo Span®, Tween® , Myr® Brij®, Cremo-
phor®; sendo que os polidis sdo escolhidos do grupo dos polipropilenoglicéis,
polietilenoglicois, poloxameros, plurdnicos, tetrénicos; sendo que o conser-
vante é escolhido de um grupo contendo fenol, cresol, parabenos; sendo que
o isotonizante & escolhido de um grupo contendo manitol, sorbitol, cloreto de
sédio, glicerol; sendo que as substancias auxiliares sao escolhidas de um
grupo contendo substancias-tampao, acidos, lixivias; sendo que a insulina é
uma insulina de origem natural, por exemplo humana, insulina de boi ou in-
sulina de porco; sendo que o analogo da insulina é escolhido de um grupo
contendo insulina humana Gly(A21) - Arg(B31) - Arg(B32); insulina humana
Lys(B3) - Glu(B29); insulina humana Lys®?®Pro®?°, insulina humana B28 Asp,
insulina humana, em que prolina na posicao B28 foi substituida com Asp,
Lys, Leu, Val ou Ala e onde na posi¢cao B29 Lys pode estar substituida com
Pro; insulina humana AlaB26; insulina humana Des(B28-B30); insulina hu-
mana Des(B27) ou insulina humana Des(B30);

sendo que o derivado de insulina é escolhido de um grupo con-
tendo insulina humana B29-N-miristoil-des(B30), insulina humana B29-N-
palmitoil-des(B30), insulina humana B29-N-miristoila, insulina humana B29-

828P r0829

N-palmitoila, insulina humana B28-N-miristoil Lys , insulina humana
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B28-N-palmitoil-Lys®?*Pro®?°, insulina humana B30-N-miristoil Thr°®°Lys®,

insulina humana B30-N-palmitoil- Thr®2°Lys®*°

, insulina humana B29-N-(N-
palmitoil-y-glutamil)-des(B30), insulina humana B29-N-(N-litocolil-y-glutamil)-
des(B30), insulina humana B29-N-(w-carboxiheptadecanoil)-des(B30) e in-
sulina humana B29-N-(w-carboxiheptadecanoila).

Outro objeto da invencao é uma formulagcao farmacéutica como
acima descrita, na qual a insulina, o analogo da insulina, o metabdlito ativo da
insulina e/ou o derivado da insulina esta presente em uma concentragao de 60 -
6000 nm/mol, de preferéncia em uma concentracao de 240 - 3000 nmol/l
(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 con-
centragao de 0,1 - 10000 ug/ml, de preferéncia em uma concentragéo de 1 -
1000 pg/mil.

Outro objeto da invencao € uma formulagao farmacéutica como
acima descrita, na qual o glicerol e/ou manitol estdo presentes em uma con-
centragao de 100 - 250 mM, e/ou cloreto de preferéncia em uma concentra-
cao de até 150 mM.

Um outro objeto da invengcdo é uma formulagdo farmacéutica
como descrita acima, na qual a substancia-tampao esta presente em uma
concentracao de 5 - 250 mM.

Um outro objeto da invencao é uma formulagao farmacéutica de
insulina que contém outros aditivos como, por exemplo, sais, protamina ou
Surfen®, os quais retardam a liberagao da insulina. Também estao contidas
misturas de tais insulinas de retardo com as formulagdes acima descritas.

Um outro objeto da invengcao € um método para a preparagéao de
formulagées farmacéuticas deste tipo. O uso de tais formulagdes para o tra-
tamento da Diabetes mellitus é igualmente outro objeto da invengéo. Outro
objeto da invencado é o uso ou a adicao de tensoativos como estabilizador
durante o processo de preparagao de insulina, analogos de insulina ou deri-
vados de insulina ou de seus preparados.

Nas formulagbes farmacéuticas descritas contendo um poli-

peptideo escolhido de um grupo contendo insulina, um analogo de insulina,

s o . .
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um derivado de insulina, um metabdlito ativo de insulina ou combinacgdes
dos mesmos, o valor de pH situa-se entre 2 e 12, de preferéncia entre 6 e
8,5 e de modo particularmente preferido entre 7 e 7,8.

A invencao sera descrita a seguir com alguns exemplos, que nao
s&o, de modo algum, restritivos.

Exemplos:

Testes de comparagdao: Com analogo de insulina HMR1964 (in-
sulina humana Lys(B3), Glu(B29)) sdo produzidos diferentes preparados
isentos de zinco. HMR1964 isento de zinco e os demais componentes sao
dissolvidos em uma parte de agua para fins injetaveis e o valor de pH é
ajustado com acido cloridrico/NaOH em 7,3 +/- 0,2 e completado até o volu-
me final. A concentracao de HMR1964 em cada um dos testes abaixo des-
critos é de 3,5 mg/ml (corresponde a 100 unidades/ml). Um segundo prepa-
rado é produzido de modo idéntico, mas acrescenta-se ainda uma determi-
nada quantidade de um tensoativo. As solugdes sao transferidas para reci-
pientes de vidro de 5 ml ou de 10 ml ("Vials") e fechados. Estes recipientes
s&o, entdo, submetidos a condi¢des de estresse.

1. Teste de rotagdo: 5 recipientes de cada vez de uma carga,
bem como 5 recipientes de carga de comparagao sao sub-
metidos a um teste de rotacao. Este teste consiste em colo-
car os recipientes sob tensao em um rotor e gira-los ponta-
cabeca (360°), a 37°C, com 60 rpm. Apds tempos determi-
nados, a turvagao dos preparados contidos nos recipientes &
comparada a turvagdo padrao ou é determinada com um
fotdbmetro de turvagao para laboratério (nefelémetro) em uni-
dades nefelométricas de formazina (UNF). O teste é feito até
que o indice de turvacao em todos os recipientes tenha ul-
trapassado 18 UNF.

2. Teste de vibragdo: Os recipientes sao colocados em uma
incubadora no rotor de laboratério e vibrados a 30°C com
100 movimentos/min. Apds tempos determinados, o indice

de turvacao das amostras é determinado em um fotdmetro
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de turvacdo de laboratério (nefeldmetro), em unidades nefe-

lométricas de formazina (UNF).

Exemplo 1: Estabilizacdo de HMR1964 por meio de adigao de

zinco no teste de rotacao

a)

Em uma solugdo aquosa que, na formulagao final contém
2,7 mg/ml de m-cresol, 20 mg/ml de glicerol e 6 mg/ml de
trometamol (tris), dissolve-se HMR1964 isento de zinco
(calculado de tal forma que da formulagao pronta resulte
uma concentracado de 3,5 mg/ml) e ajusta-se o valor de pH
com acido cloridrico 1 N / NaOH 1N em 7,2 - 7,4 (medido
em temperatura ambiente). A solugao é completada com
agua até o volume final e filtrada em um filtro de 0,2 um até
tornar-se estéril. A seguir, a solugao é transferida para fras-
cos para injegcdao de 5 ml que sao fechados com tampas.

Uma solugdo de comparagao € preparada de modo idénti-
co, porém, antes de completar com agua adiciona-se uma
quantidade correspondente de uma solugcao-mae de cloreto
de zinco a 0,1%, de modo a obter-se na formulagéo pronta

um teor de zinco de 15 ug/ml.

5 amostras de cada vez sao, a seguir, submetidas a estresse no

teste de rotacéo e a turvagao é determinada em diferentes periodos de tem-

po. Os resultados sdao mostrados na tabela que segue.

indice de padrao de teste com turvacdo > 18 FNU apés:
Descricao Oh 8h 16 h 32h 40 h 56 h
HMR1964 0 5 - - - -
Sem adigao
HMR1964 + 15 pg/ ml Zn 0 0 0 0 4 5

A adicao de zinco pode protelar temporariamente a turvagéo da solu-

¢ao de modo significativo e, assim, estabilizar a formulagdo HMR1964. Sem

adicao de zinco, o preparado apresenta ja apds 8 horas no teste de rotagéo

uma nitida turvagao.

Exemplo 2: Estabilizacao de HMR1964 por meio de adicao de

12 : .:' 0.. .:" ..'. ... .:.. 0:. :...
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polissorbato 20 (Tween ® 20) no teste de rotagéo

Em uma solugao aquosa que, na formulagao final contém
3,15 mg/ml de m-cresol, 5 mg/ml de NaCl e 6 mg/ml de
trometamol, dissolve-se HMR1964 isento de zinco (calcula-
do de tal forma que na formulagao pronta resulte uma con-
centracao de 3,5 mg/ml) e ajusta-se o valor de pH com aci-
do cloridrico 1 N/ NaOH 1 Nem 7,2 - 7,4 (medido em tem-
peratura ambiente). A solucdo é completada com agua até
o volume final e filtrada em um filtro de 0,2 um até tornar-se
estéril. A seguir, a solugcao é transferida para frascos para
injecao de 5 ml que sao fechados com tampas.

Uma solugao de comparacao € preparada de modo idénti-
co, porém, antes de completar com agua adiciona-se uma
quantidade correspondente de uma solugao-mae de polis-
sorbato 20 a 0,1% (Tween® 20) de modo a obter-se na

formulagao pronta uma concentragao de 10 pg/mil.

5 amostras de cada vez sdo, a seguir, submetidas a estresse no

teste de rotagao e a turvacao é determinada em diferentes periodos de tem-

_po. Os resultados sao mostrados na tabela que segue.

indice de padrao de teste com turvagédo > 18 FNU apds:
Descrigcéo Oh 8 h 16 h 24 h 32h 40 h
HMR1964 0 5 - - - -
Sem adigao
HMR1964 + 10 pg/ml 0 0 0 0 5 -
Tween® 20

A adicao de polissorbato 20 protela muito nitidamente o surgimento de

turvagoes.

Exemplo 3: Estabilizacdo de HMR1964 por meio de adicdo de

poloxamero no teste de rotacao

Em uma solugao aquosa que, na formulagao final contém
4,5 mg/ml de fenol, 5 mg/ml de NaCl e 6 mg/ml de trome-

tamol, dissolve-se HMR1964 isento de zinco (calculado de

S\
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tal forma que na formulagao pronta resulte uma concentra-
cao de 3,5 mg/ml) e ajusta-se o valor de pH com acido clo-
ridrico 1 N/ NaOH 1 Nem 7,2 - 7,4 (medido em temperatu-
ra ambiente). A solugdo é completada com agua até o vo-
lume final e filtrada em um filtro de 0,2 um até tornar-se
estéril. A seguir, a solugcao é transferida para frascos para
injecao de 5 ml que sao fechados com tampas.

Uma solugédo de comparagao é preparada de modo idénti-
co, porém, antes de completar com agua adiciona-se uma
quantidade correspondente de poloxamero 171 (por exem-
plo Genapol ®) de modo a obter-se na formulagao pronta
uma concentragao de 10 pg/mi.

5 amostras de cada vez sao, a seguir, submetidas a estresse no

teste de rotacao e a turvagao é determinada em diferentes periodos de tem-

po. Os resultados sao mostrados na tabela que segue.

indice de padrao de teste com turvacdo > 18 FNU apés:
Descricao Oh 8h 16 h 24 h 32h 40h
HMR1964 0 5 - - - -
Sem adi¢éo
HMR1964 + 0,01 mg/ml 0 0 0 2 5 -
Poloxamer 171

A adicao de poloxamero 171 protela nitidamente o surgimento

de turvagdes e estabiliza o preparado.

Exemplo 4: Estabilizagao de HMR1964 por meio de adi¢do de

polissorbato 20 ou polissorbato 80 no teste de vibragao

a)

Em uma solugdo aquosa que, na formulagao final contém
3,15 mg/ml de m-cresol, 5 mg/ml de NaCl e 6 mg/ml de
trometamol, dissolve-se HMR1964 isento de zinco (calcula-
do de tal forma que na formulagao pronta resulte uma con-
centracao de 3,5 mg/ml) e ajusta-se o valor de pH com &ci-
do cloridrico 1 N/ NaOH 1 Nem 7,2 - 7,4 (medido em tem-

peratura ambiente). A solugcao é completada com agua até
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o volume final e filtrada em um filtro de 0,2 um até tornar-se
estéril. A seguir, a solugao é transferida para frascos para
injecao de 5 ml que sao fechados com tampas.

Uma solugédo de comparagao é preparada de modo idénti-
co, porém, antes de completar com agua, adiciona-se uma
quantidade correspondente de uma solugdo-mae de polis-
sorbato 20 (Tween® 20) a 0,1%, de modo a obter-se uma
formulagéo pronta com uma concentragao de 10 pg/mi.
Uma outra solugao de comparagao € preparada de modo
idéntico ao b), s6 que desta vez emprega-se polissorbato

80 (Tween ® 80) em vez de polissorbato 20.

As amostras sdo agitadas em um vibrador de laboratério (60 rpm),

a 30°C) e a turvagao das amostras é medida em tempos determinados. Os

resultados sdo mostrados na tabela que segue.

Teste de vibragao, turvagao (FNU) apds
Adigao Inicio | 1 semana ;| 2 semanas | 3 semanas | 4 semanas
Sem adicao 0,55 2,04 4,86 6,12 10,51
0,01 mg/ml 1,75 2,60 2,44 2,44 3,80
Tween 20
0,01 mg/ml 2,38 2,98 2,86 3,01 4,14
Tween 80

Tanto a adigcao de polissorbato 20 quanto a de polissorbato 80

tém efeito estabilizante em HMR1964 no teste de vibragao.

Exemplo 5: Estabilizagcao de HMR1964 por meio de adicao de

zinco ou poloxamero (Genapol®) no teste de vibragéo

a)

Em uma solugdo aquosa que, na formulagao final contém
3,3 mg/ml de fenol, 5 mg/ml de NaCl e 6 mg/ml de trome-
tamol, dissolve-se HMR1964 isento de zinco (calculado de
tal forma que na formulagao pronta resulte uma concentra-
¢do de 3,5 mg/ml) e ajusta-se o valor de pH com &cido clo-
ridrico 1 N/ NaOH 1N em 7,2 - 7,4 (medido em temperatu-

ra ambiente). A solugdo é completada com agua até o vo-
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lume final e filtrada em um filtro de 0,2 um até tornar-se
estéril. A seguir, a solugao é transferida para frascos para
injecado de 5 ml que sao fechados com tampas.

Uma solugao de comparacgao € preparada de modo idénti-
co, porém, antes de completar com agua adiciona-se uma
quantidade correspondente de uma solugao-mae de polo-
xamero 171 (Genapol®) a 0,1%, de modo a obter-se na
formulagcao pronta um teor de 10 ug/mi.

Uma outra solugdo de comparagao é preparada como em
a), porém adiciona-se a solugdo, antes de completar com
agua, uma quantidade correspondente de solugdo-mae de
cloreto de zinco a 0,1%, no lugar do poloxamero, de modo
que na solugao pronta resulte uma concentragao de 15 pug/ml

.
.

de zinco.
Teste de vibragao, turvacao (FNU) apés
Adicéo Inicio |1 semana | 2 semanas | 3 semanas | 4 semanas
Nenhuma 0,39 0,70 4,46 8,74 14,11
0,01 mg/ml Poloxamer | 0,36 0,57 0,52 1,59 0,89
0,015 mg/ml Zinco 1,02 0,68 0,70 0,56 0,86

Tanto a adicdo de zinco quanto a de poloxadmero evita o surgimento

de turvacoes no teste de vibragao.

Exemplo 6: Estabilizacdo de HMR1964 por meio de adigéo de

a)

poloxamero no teste de rotagédo

Em uma solugdo aquosa que, na formulacao final contém
3,3 mg/ml de fenol, 5 mg/ml de NaCl e 6 mg/ml de trome-
tamol, dissolve-se HMR 1964 isento de zinco (calculado de
tal forma que na formulagao pronta resulte uma concentra-
cdo de 3,5 mg/ml) e ajusta-se o valor de pH com acido clo-
ridrico 1 N/ NaOH 1N em 7,2 — 7,4 (medido em temperatu-
ra ambiente). A solugao é completada com agua até o vo-

lume final e filtrada em um filtro de 0,2 um até tornar-se

JH
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estéril. A seguir, a solugao é transferida para frascos para

injecéo de 5 ml que sao fechados com tampas.

b) Uma solugdo de comparacgdo é preparada de modo idénti-

co, porém, antes de completar com agua adiciona-se uma

R 5 quantidade correspondente de uma solugao-mae de polo-

xamero 171 (Genapol®) a 0,1%, de modo a obter-se na

formulagdo uma concentragao de 100 ug/mi.

5 amostras de cada vez sao, a seguir, submetidas a estresse no

teste de rotacao e a turvagao é determinada em diferentes periodos de tem-

10 po. Os resultados sao mostrados na tabela que segue.

indice de padréo de teste com turvagéo > 18 FNU apés:

Descricao Oh 8h 16 h 24 h 32h 40 h
HMR1964 0 5 - - - -

i Sem adigéo
HMR1964 + 0,10 mg/mi 0 0 0 0 1 5

) Poloxamer 171

A adicao de 100 pug/ml de poloxamero estabiliza igualmente muito ni-

tidamente o preparado de HMR1964.
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REIVINDICAGOES

1. Formulacdo farmacéutica aquosa, caracterizada pelo fato de
que compreende insulina humana Lys(B3), Glu(B29), um tensoativo ou
combinagdes de tensoativos, em que o tensoativo € selecionado do grupo
compreendendo polissorbato 20 e polissorbato 80, em que a formulagéo
farmacéutica compreende menos de 0,2% em peso de zinco em relagdo ao
teor de insulina da preparacéo.

2. Formulacdo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizada pelo fato de que compreende um conservante selecionado do
grupo compreendendo fenol, cresol, clorocresol, alcool de benzila,
parabenos.

3. Formulagdo farmacéutica de acordo com a reivindicagédo 1 ou
2, caracterizada pelo fato de que compreende um agente isotonizante
selecionado do grupo compreendendo manitol, sorbitol, lactose, dextrose,
trehalose, cloreto de sodio, glicerol.

4. Formulagdo farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que compreende uma
substancia auxiliar selecionada do grupo compreendendo substancias-
tampao como, por exemplo, TRIS, fosfato, citrato, acetato, glicilglicina ou
outras substancias como acidos, lixivias, sais, protamina, arginina.

5. Formulacdo farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que a insulina humana
Lys(B3), Glu(B29) esta presente em uma concentragdo de 60 - 6000
nmoles/ml.

6. Formulagdo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 5,
caracterizada pelo fato de que a insulina humana Lys(B3), Glu(B29) esta
presente em uma concentragédo de 240 - 3000 nmoles/ml.

7. Formulacado farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 6, caracterizada pelo fato de que o tensoativo esta
presente em uma concentragao de 0,1 - 10000 pug/ml.

8. Formulacao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 7,

caracterizada pelo fato de que o tensoativo esta presente em uma
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concentragdo de 1 - 1000 pug/ml.
9. Formulacdo farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 8, caracterizada pelo fato de que o glicerol e/ou manitol
esta presente em uma concentragédo de 100 - 250 mM.
5 10. Formulagao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 9,
caracterizada pelo fato de que o cloreto esta presente em uma concentragao
de até 150 mM.
11. Formulacado farmacéutica de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 10, caracterizada pelo fato de que uma substancia-
10 tampao esta presente em uma concentracio de 5 - 250 mM.
12. Formulagédo farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende:
3,15 mg/ml de cresal;
3,5 mg/ml de HMR 1964;
15 6,0 mg/ml de trometamol;
5,0 mg/ml de NaCl; e
0,01 mg/ml de polissorbato 20.
13. Processo para preparagao de uma formulagao farmacéutica
como definida em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 12, caracterizado
20 pelo fato de que se misturam os componentes juntos em forma de solugdes
aquosas, em seguida ajusta-se o pH desejado e completa-se a mistura com

agua até o volume total.
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