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DESCRIPCION

Una composicién farmacéutica que comprende una sulfobetaina no detergente.
Campo de la técnica

La presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una sulfobetaina no detergente
(NDSB).

Estado de la técnica

Son bien conocidas las composiciones farmacéuticas que comprenden ingredientes farmacéuticos activos. Las
composiciones farmacéuticas descritas mds comunes comprenden varios excipientes farmacéuticamente aceptables
que con sus diferentes propiedades (por ejemplo, estabilizacién del ingrediente farmacéutico activo, ajuste y/o man-
tenimiento del pH, efecto sobre la solubilidad del ingrediente farmacéutico activo, mantenimiento de la isotonicidad
de la composicion farmacéutica, etc), permiten el uso de ingredientes farmacéuticos activos en las composiciones far-
macéuticas. Los excipientes farmacéuticamente aceptables han sido descritos de forma amplia; véase, por ejemplo,
Handbook of Pharmaceutical Excipients, Ainley Wade y Paul J. Séller, American Pharmaceutical Association, 1994.
También se han descrito proteinas terapéuticamente activas como ingredientes farmacéuticos activos en las composi-
ciones farmacéuticas. Estas composiciones farmacéuticas comprenden también varios excipientes farmacéuticos que,
con sus propiedades, permiten la preparacion de composiciones farmacéuticas estables que comprenden proteinas te-
rapéuticamente activas. Dichas composiciones farmacéuticas han sido descritas de forma amplia; véase, por ejemplo,
Yu-Chang John Wang y Musetta A. Hanson (1988), J of Parenteral Science & Technology, 42: S4-S26; Wong D. y Pa-
rasrampuria J. (1997), Biopharm: November 52-61. Composiciones farmacéuticas estables que comprenden proteina
terapéutica, factor de estimulacién de colonias de granulocitos (G-CSF) se exponen en EP 373679 y también la esta-
bilizacién principalmente del G-CSF en solucién con baja conductividad y pH 4cido entre 2,75 y 4,0. Para mejorar la
estabilidad, se afiadieron varios azdcares, aminodcidos, polimeros y detergentes. Se ha recalcado particularmente que
el pH de la composicién que comprende G-CSF debera ser menor de 4 con el fin de reducir la formacién de agregados
y aumentar la estabilidad de esta manera. La formacién de agregados y la menor estabilidad con un pH que supera 4,0
estdn de acuerdo con los datos de la bibliograffa del estado de la técnica (Kuzniar et al. (2001), Pharm Dev Technol 6
(3): 441-7; Bartkowski et al. (2002), J Protein Chem 21(3): 137-43; Narhi et al. (1991), J Protein Chem 10(4): 359-367,
Wang W (1999), Int J Pharmaceut 185: 129-188). La estabilidad del G-CSF, descrita en otras composiciones farmacéu-
ticas de la bibliograffa tanto de patentes como cientifica, se logr6 por la adicién de varios estabilizantes, tales como,
por ejemplo, iones sulfato (EP 1129720), mezcla de varios conservantes, aminodcidos y surfactantes (EP 607156),
varios sistemas tampdn (fosfato, citrato, arginina, acetato) en presencia de un surfactante (EP 674525), compuestos
de alto peso molecular, tales como hidroxipropilcelulosa, polietilenglicol, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona y
otros (GB 2193621), un surfactante (EP 1060746), varios sistemas tamp6n (TRIS, HEPES, TRICINE) (EP 0988861),
azucares, tales como celobiosa, gentiobiosa, isomaltosa, rafinosa, trehalosa y otros (EP 0674524) y uno o mas aminoa-
cidos (EP 1197221, WO 51629, EP 1260230 y EP 1329224, EP 0975335). Aunque se prefiere una baja concentracién
i6nica en las composiciones farmacéuticas que comprenden G-CSF, se utilizan varios surfactantes y otros estabilizan-
tes para la estabilizacién de G-CSF, como ha sido descrito, en la mayoria de los casos, para la estabilizacién de G-
CSF. Ademas, se han empleado varios sistemas tampo6n ademads, en la mayoria de los casos, para el mantenimiento del
pH. En la bibliografia al respecto, se ha descrito en uso de sulfobetainas no detergentes (NDSBs) como solubilizantes
(empleadas en altas concentraciones de alrededor de 1 M de la solucién) mediante renaturalizaciones de la proteina
(Chong Y y Chen H. (2000), Biotechniques 29(6): 1166-7; Vuillard L et al. (1995), Biochem J 305: 337-43; Vuillard
L et al. (1995), Electrophoresis 16 (3): 295-7; Vuillard L et al. (1998), Eur J Biochem 256: 128-135; Goldberg M E et
al (1995), Folding & Design 1: 21-27).

La US5500416 describe un preparado dermatoldgico que contiene una base dermatoldgica, un fdrmaco (moléculas
orgdnicas) y un agente promotor de la absorcién percutdnea que por si mismo comprende a) al menos un surfactante
aniénico y b) al menos un surfactante que tiene un atomo de nitrégeno en la molécula distinto de los surfactantes
aniénicos y catidénicos en donde se propone la sulfobetaina. La sulfobetaina se emplea de manera explicita como un
agente promotor de la absorcién percutdnea. En W09725404 se describe una composicién desinfectante que compren-
de peroxido de hidrégeno, un aceite esencial antimicrobiano, un surfactante, tal como betaina o sulfobetaina, tampones
y estabilizantes. En W09952550 se describe un sistema de suministro de vacunas para administracién SC, que esta
basado en un antigeno de proteina, matriz de particulas poliméricas/polimero, tampones y sulfobetaina. Las sulfobe-
tainas de US5500416, W09725404, W09952550 presentan un caricter detergente. Cada vez es mayor la necesidad
de poder proporcionar composiciones farmacéuticas estabilizadas. Ni en la bibliografia cientifica ni en la bibliografia
de patentes se han encontrado una descripcién de NDSBs en composiciones farmacéuticas.

Descripcion de los dibujos

Figura 1: SE-HPLC de muestras de la invencién y de una muestra de referencia, guardadas a 40°C (2°C) durante 1
mes (40).

Figura 2: SE-HPLC de muestras de la invencién, guardadas a 40°C (2°C) durante 1 mes (40).
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Descripcion de la invencion

En el contexto de la presente invencién se ha descubierto que se puede emplear una NDSB como excipiente en
una composicién farmacéutica. Mediante el uso de una NDSB se pueden proporcionar composiciones farmacéuticas
estabilizadas.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una NDSB.
En un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un
ingrediente farmacéutico activo y una sulfobetaina no detergente (NDSB).

El ingrediente farmacéutico activo de la presente invencion se elige del grupo consistente en una molécula orga-
nica sintética o natural terapéuticamente eficaz (por ejemplo, moléculas orgdnicas sintéticas y naturales pobremente
solubles en agua), y una proteina terapéuticamente eficaz (por ejemplo, proteinas pobremente solubles en agua y/o
hidréfobas) y/u otros ingredientes farmacéuticos activos que presentan un efecto terapéutico. El ingrediente farmacéu-
tico activo se incluye preferentemente en una cantidad terapéuticamente eficaz. El término “cantidad terapéuticamente
eficaz de ingredientes farmacéuticos activos” tal como aqui se emplea, se refiere a un ingrediente farmacéutico activo
en una cantidad que presenta un efecto terapéutico.

La composicién farmacéutica de la presente invencién comprende una sulfobetaina no detergente (NDSB). El
término “sulfobetaina no detergente” tal como aqui se emplea, se refiere a una sulfobetaina que no forma micelas
en solucién acuosa. En una modalidad preferida de la composicién farmacéutica de la presente invencién, la NDSB
es una sal de amonio cuaternario en donde los grupos R1, R2, R3 y R4-SO;- estdn enlazados al 4tomo de nitrégeno
central, y en donde:

R1 es metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo o sus derivados;
R2 es metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo o sus derivados;
R3 es metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo o sus derivados,

y todas las combinaciones de R1, R2 y R3 y R4 son (CH,), en donde n estd comprendido entre 1 y 6; con suma
preferencia n es 3.

Preferentemente, en la composicién farmacéutica de la presente invencion se emplea una NDSB seleccionada del
grupo consistente en sal de dimetiletil-(3-sulfopropil)-amonio (SB195, Vuillard et al (1994) FEBS Letters, 353, 294-
296; Goldberg et al (1995/1996) Folding & Design, 1, 21-27), 3-(1-piridino)- 1-propanosulfonato (SB201), propano-
sulfonato de dimetilbencilamonio (SB256), sal de dimetil-t-butil-(3-sulfopropil)amonio (SB222t), 3-(1-metilpiperi-
dina)-1-propanosulfonato (SB221) y sal de dimetil-(2-hidroxietil)-(sulfopropil)amonio (SB211; Vuillard et al (1895)
Anal Biochem, 230, 290-294).También se pueden emplear una o mas de las NDSBs indicadas en todas las com-
binaciones posibles. Preferentemente, se emplean la sal de dimetil-t-butil-(3-sulfopropil)amonio (SB222t), la sal de
dimetiletil-(3-sulfopropil)amonio (SB195) y 3-(1-metilpiperidin)-1-propanosulfonato (SB221). Con suma preferencia
se emplea la sal de dimetil-t-butil-(3-sulfopropil)amonio (SB222t). La concentracién de NDSB usada depende del pH
que ha de ser ajustada y/o mantenido. Se elige en el intervalo de 1 a 1.000 mM, con preferencia de 5 a 100 mM. El pH
de la composicién farmacéutica de la presente invencion puede ser del orden de 2 a 9, con preferencia de 3 a 8 y con
suma preferencia de 3,5 a 7,5.

En un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende una
proteina terapéuticamente eficaz y una sulfobetaina no detergente (NDSB).

El término “proteina terapéuticamente eficaz” tal y como aqui se emplea, se refiere a una proteina con efecto tera-
péutico. Una proteina terapéuticamente eficaz usada en la composicién farmacéutica de la presente invencion se elige
del grupo consistente en factor de estimulacidn de colonias de granulocitos (G-CSF), interferones (IFNs); tales como
IFN-alfa3a, INF-alfa2b, [FNbeta. IFN-gammalb; interleuquinas (ILs), tales como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5 a IL-
10; factor de estimulacion de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF); factor de estimulacién de colonias de
macrofagos (M-CSF); factor de crecimiento epidérmico (EGF); eritropoietina (EPO); hormona estimuladora de foli-
culos (FSH); albimina de suero humano (HSA), deoxirribonucleasa (DNAsa); factor de crecimiento de fibroblastos
(aFGF o bFGF), factor alfa de necrosis tumoral (TNF-alfa) y factor beta de necrosis tumoral (TNF-beta); calcitoni-
na; hematoproteina; activadores plasminogénicos y sus precursores (t-PA, uroquinasa, prouroquinasa, estreptoquinasa,
proteina C); citoquinas; familia de ligandos de TNF (TRAIL, FasL, osteoprotegerina); receptores solubles (p55, p75);
hormona de crecimiento, por ejemplo, hormona de crecimiento humana, hormona de crecimiento bovina y hormona
paratifoidea; lipoproteinas; alfa-1-antitripsina, insulina, proinsulina, subunidad A de insulina, subunidad B de insulina;
glucdgonos; factores de coagulacion de la sangre, tales como, por ejemplo, Factor VIII, Factor IX, factor tisular, factor
de von Willebrand; bombasina; trombina; encefalinasa; proteina inflamatoria de macréfagos (MIP 1-alfa); subunidad A
de relaxina, subunidad B de relaxina, prorelaxina; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF);
receptores de hormonas o receptores de factores de crecimiento; integrinas; proteina A, proteina B; factores reumatoi-
des; factor neurotréfico derivado de huesos (BDNF), neurotropina-3,-4,-5 o -6; factor de crecimiento de nervios (NGF);
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); factor de crecimiento de fibroblastos (aFGF y bFGF); factor de
crecimiento transformante (TGF-alfa y TGF-beta); factor de crecimiento de tipo insulina (IGF1 e IGF2); trombo-
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poietina (TPO); proteina morfogenética 6sea (BMP); superéxido dismutasa; fragmentos biolégicamente activos de las
proteinas antes mencionadas y otras proteinas terapéuticamente eficaces. Las proteinas terapéuticamente eficaces de la
presente invencion se emplean en cantidades terapéuticamente eficaces. El término “cantidad terapéuticamente eficaz
de una proteina” tal y como aqui se emplea, se refiere a la cantidad de una proteina que presenta un efecto terapéutico.

El ingrediente farmacéutico activo sumamente preferido es G-CSF usado preferentemente en cantidades terapéu-
ticamente eficaces. En el contexto de la presente invencién, la composicién farmacéutica comprende G-CSF y una
sulfobetaina no detergente (NDSB).

El término “G-CSF” tal y como aqui se emplea, se refiere a la proteina que regula la diferenciacién y proliferacion
de células hematopoiéticas en mamiferos y la activacién de células maduras del sistema hematopoiético. Se elige del
grupo consistente en: G-CSF humano y sus derivados y andlogos definidos a continuacién. Preferentemente, el G-
CSF se refiere al G-CSF humano recombinante, producido por la expresion en la bacteria E. coli. La composicién
farmacéutica de la presente invencién, se puede emplear para todos los tipos de G-CSFs; se puede emplear entre
otros también en el caso de aislamiento de formas derivadas de G-CSF, tal como metionil G-CSF (Met-G-CSF), G-
CSF glicolizado y modificado enzimatica y quimicamente (tal como, por ejemplo pegilado), andlogos de G-CSF y
protefnas de fusién que comprenden G-CSF.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz de G-CSF” tal y como aqui se emplea, se refiere a la cantidad de G-
CSF que activa el efecto terapéutico de G-CSF.

La composicion farmacéutica de la presente invencién comprende ademdas opcionalmente un poliol.

El término “poliol” se refiere a cualquier alcohol polihidrico, es decir, un compuesto quimico que contiene uno o
mas grupos hidroxilo por molécula.

Preferentemente, el poliol se elige del grupo consistente en sorbitol, glicerol, inositol, trehalosa, y manitol. La
concentracién preferida de poliol es del orden de 1% a 10% (m/v). La composicién farmacéutica de la presente
invencién comprende ademds opcionalmente uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

El excipiente farmacéuticamente aceptable se elige del grupo consistente en barredores de cationes metalicos por
ejemplo, EDTA y quelantes similares), disolventes y barredores de radicales libres (por ejemplo, DMSO), varios 4ci-
dos (por ejemplo, dcido acético, citrénico, metanosulfénico, fosférico, hidroclorhidrico y otros), diversas bases (por
ejemplo, NaOH o bases nitrogenadas organicas, por ejemplo, tampones de Good, tales como TRIS, TES, HEPES),
varios sistemas tampon (por ejemplo, dcido acético/acetato, dcido glutaminico/glutamato), dcido maleico/maleato),
acido citrico/citrato, 4cido fosférico/fosfato y otros), diversos excipientes farmacéuticamente aceptables para el man-
tenimiento de la isotonicidad de la solucién (por ejemplo, sales inorgdnicas, tales como CaCl, y NaCl), estabilizantes
de proteinas, seleccionados del grupo consistente en sustancias de superficie activa, tales como ésteres de glicol y gli-
cerol, ésteres y éteres de macrogol, derivados de sorbitdn o polisorbatos (polisorbato 20, polisorbato 80), aminodcidos,
poloxameros, (Pluronic F68), polivinilpirrolidona (PVP) y otros. Preferentemente, el excipiente farmacéuticamente
aceptable se elige del grupo consistente en EDTA y DMSO.

La NDSB en las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn puede estar combinada con uno o mds de
los referidos excipientes farmacéuticamente aceptables.

El término “estabilizante” tal y como aqui se emplea, se refiere a un excipientes farmacéuticamente aceptable que
puede estabilizar a un ingrediente farmacéutico activo (por ejemplo, una proteina, tal como G-CSF). EI término “es-
tabilizante de proteina” tal y como se emplea aqui, se refiere a un excipiente farmacéuticamente aceptable que puede
estabilizar a una proteina (por ejemplo, G-CSF). El término “estabilidad de la proteina” (por ejemplo, G-CSF) tal y
como aqui se emplea, se refiere al mantenimiento del contenido en proteina (por ejemplo, G-CSF), asi como al man-
tenimiento de la actividad bioldgica de la proteina (por ejemplo, G-CSF). El descenso de la estabilidad de la proteina
(por ejemplo, G-CSF), puede ser influenciado, entre otros, por los siguientes procedimientos: adsorcion de la proteina
sobre las paredes del recipiente, desnaturalizacidn o degradacién de la proteina, asi como la formacién de agregados,
por ejemplo, dimero de proteina (por ejemplo dimero de G-CSF) y/o multimero de proteina (por ejemplo, multimero
de G-CSF) y/o moléculas similares con una mayor masa molecular. Estos procedimientos pueden ser el resultado de
diversos factores, por ejemplo, una temperatura incrementada, recipientes inadecuados, uso de estabilizantes inapro-
piados de proteinas, exposicién a la luz, congelacién/descongelacién, procedimiento de produccién inadecuado y/o
almacenamiento inapropiado.

La composicién farmacéutica de la presente invencion puede estabilizar a la proteina (por ejemplo, G-CSF) a
temperaturas por encima de la temperatura del refrigerador (2-8°C) y también a temperatura ambiente (es decir, por
debajo de 25°C) e incluso a mayores temperaturas (por ejemplo, 40°C aproximadamente).

La composicion farmacéutica de la presente invencién puede comprender solo un excipiente farmacéuticamente
aceptable, es decir, NDSB para la estabilizacién de la proteina (por e]emplo G-CSF) y para el mantenimiento del
pH adecuado de la solucién. Por tanto, segtin otro aspecto de la presente invencion se proporciona una composicion
farmacéutica que comprende un ingrediente farmacéutico activo (como se ha definido anteriormente) y una NDSB
como unico excipiente adicional. La NDSB de la composiciéon farmacéutica representa una molécula protectora que
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estabiliza a la proteina y por tanto es representativa de estabilizantes de proteinas que se utilizan en otras composicio-
nes farmacéuticas (por ejemplo, azicares, aminoacidos y otros), asi como una molécula que ajusta un pH adecuado de
la solucién y que, de este modo, se emplea en lugar de 4cidos (por ejemplo, 4cidos acético, citrico, metanosulfénico,
fosférico, clorhidrico y otros), que se emplean para el ajuste del pH adecuado de la solucion en otras composiciones
farmacéuticas. Las NDSBs pueden mantener también un pH adecuado y, por tanto, sustituyen a diversos sistemas tam-
poén y/o sus combinaciones empleados en otras composiciones farmacéuticas (por ejemplo, dcido acético/acetato, dcido
glutaminico/glutamato, dcido maleico/maleato, dcido citrico/citrato, dcido fosférico/fosfato y otros). En comparacién
con el uso de dos o mas moléculas con diferentes funciones, el uso de una molécula con varias funciones diferentes es
mejor en lo que se refiere a la economia de la preparacion, costes mds bajos, asi como una preparacion mds sencilla y
rapida de la composicion farmacéutica, y también para el propio paciente, en lo que se refiere a la ingesta de menos
sustancias adicionales en el cuerpo. Las caracteristicas de la NDSB presentan una ventaja adicional ya que se trata
de una molécula simple que no es sensible a la luz, temperatura, varios agentes oxidantes (por ejemplo, oxigeno del
aire), hidrdlisis, no es una molécula quimicamente reactiva, tiene la naturaleza de un zwitterion en un amplio intervalo
de pH, lo cual significa que el mecanismo de interaccién en un amplio intervalo de pH no cambia sustancialmente.

Un aspecto de la presente invencion reside en el uso de una NDSB como estabilizante en una composicién farma-
céutica. Un aspecto de la presente invencidn reside en el uso de una NDSB como un estabilizante de proteina en una
composicién farmacéutica. Un aspecto de la presente invencion reside en el uso de NDSB como un agente para ajustar
el pH en una composicién farmacéutica. Un aspecto de la presente invencion reside en el uso de una NDSB como un
agente tampdn en una composicion farmacéutica.

La composicién farmacéutica preferida de la presente invencidon es una composicién farmacéutica liquida; sin
embargo, esto no limita el uso de las NDSBs en composiciones farmacéuticas liofilizadas que comprenden proteina
en el contexto de la presente invencion.

La composicién farmacéutica de la presente invencion permite la administracién parenteral, subcutdnea, intraveno-
sa o intramuscular sin reconstitucién, dilucién o adicién antes de la preparacion, lo cual podria conducir a un descenso
de la actividad del ingrediente farmacéutico activo, por ejemplo proteina, tal como G-CSF y a otros problemas técnicos
en el momento de la administracion.

Con preferencia, la composicién farmacéutica de la presente invencién no contiene proteinas de suero humano
con las cuales es posible una contaminacién virica. De este modo, se reduce la probabilidad de aparicién de varias
reacciones alérgicas, que podrian ser el resultado de la administracién de albimina de suero humano. Se prepara en
solucidn isoténica la cual es farmacéuticamente aceptable y no causa efectos indeseables.

En la composicién farmacéutica de la presente invencidn, la cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina
corresponde a cantidades terapéuticamente eficaces de proteina que estan presentes en el mercado en el caso de utilizar
G-CSF, y la cantidad terapéuticamente eficaz de G-CSF se elige en el intervalo de 0,3 mg/ml a 1,2 mg/ml, lo cual, sin
embargo, no limita la presente invencion.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se puede emplear para la preparacion de medicamentos (pa-
ra tratamiento) y para tratamiento de enfermedades indicadas para proteinas terapéuticamente eficaces, enumeradas
anteriormente. La composicidn farmacéutica de la presente invencion también se puede emplear para el tratamiento de
todas las enfermedades y para la preparacién de medicamentos para el tratamiento de todas las enfermedades para las
cuales estd indicado el G-CSF. Las enfermedades indicadas se pueden seleccionar del grupo consistente en: neutro-
penia y sus secuelas clinicas, hospitalizacién reducida en neutropenia febril después de quimioterapia, movilizacién
de células germinales hematopoiéticas, infusion alternativa de leucocitos de donantes, neutropenia crénica, infeccio-
nes neutropénicas y no neutropénicas, receptores de transplantes, enfermedades inflamatorias crénicas, sepsis y shock
séptico, riesgo reducido, morbididad reducida, mortalidad reducida y nimero reducido de dias de hospitalizacién en
infecciones neutropénicas y no neutropénicas, prevencion de infecciones y complicaciones de infecciones en pacientes
neutropénicos y no neutropénicos, prevencion de infecciones nosocomiales, y mortalidad y frecuencia reducidas de
infecciones nosocomiales, aplicacidn enteral a nifios recién nacidos, refuerzo del sistema inmunolégico de neonatos,
mejora del resultado clinico en pacientes en unidades de cuidado intensivo y en pacientes con enfermedades criticas,
vacunacion y control de quemaduras, tlceras y lesiones de la piel, intensificacion de la quimioterapia y/o radioterapia,
pancitopenia, incremento de citoquinas anti-inflamatorias, reduccién de los intervalos de quimioterapia de altas dosis
con uso profilactico de G-CSF, potenciacién de efectos antitumorales de la terapia fotodindmica, prevencién y con-
trol de enfermedades causadas por diversas disfunciones cerebrales, tratamiento de enfermedades trombdticas y sus
complicaciones y recuperacion de la eritropoiesis después de la radiacion.

Un aspecto de la presente invencion reside en el uso de una NDSB en la preparacién de una composicion farma-
céutica.

La composicién farmacéutica de la presente invencion se puede introducir en envases farmacéuticos seleccionados
del grupo consistentes en ampollas, jeringas de inyeccidn y viales. Este envasado farmacéutico permite la aplicacién
en volimenes del orden de 0,2 ml a 2 ml (por dosis). Ademds, el objeto de la invencién consiste también en el
procedimiento para la preparacién de la composicion farmacéutica de la presente invencién. El procedimiento para la
preparacion de la composicién farmacéutica de la presente invencién comprende mezclar una NDSB con una cantidad
terapéuticamente eficaz de un ingrediente farmacéutico activo (por ejemplo, proteina, tal como G-CSF).

5
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La presente invencién se ilustra con detalle por medio de los siguientes ejemplos, los cuales no significan una
restriccion de la misma. En particular, los ejemplos se refieren a modalidades preferidas de la presente invencidn.

Ejemplos
Meétodos analiticos

Se emplean los siguientes métodos para el andlisis de la composicioén farmacéutica de la presente invencién: cro-
matografia liquida de alta resolucién con exclusién de tamafios (SE-HPLC), HPLC en fase inversa (RP-HPLC), elec-
troféresis en gel de dodecilsulfato sédico-poliacrilamida (SDS-PAGE) y medicién de la actividad bioldgica in vitro.
SE-HPLC

La SE-HPLC se emplea para determinar concentraciones de agregados de G-CSF, en particular de dimeros y
agregados superiores. El limite de deteccidn para la determinacién de dimeros y agregados superiores es de 0,01%. La
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) consiste en: un detector UV, un desgasificador en linea, un médulo
de bomba binario y un auto-muestreador termostatado (por ejemplo, Waters Alliance HPLC systems). El andlisis se
efectia bajo las siguientes condiciones:
Condiciones cromatogrdficas

Columna: TSK G3000 SW, 10 gm, 300 x 7,5 mm DI

Temperatura columna: 30°C

Fase movil: tampon fosfato pH 7,0 (5 mM fosfato sédico, 50 mM NaCl)

Velocidad de flujo: 0,8 ml/min, manera isocratica

Deteccidn: detector UV, longitud de onda 215 nm

Volumen de inyeccién: 20 ul (cantidad de la proteina inyectada: 6-12 ug)

Temperatura del auto-muestreador: +2 a +8°C

Tiempo de trabajo: 20 minutos.
RP-HPLC

La RP-HPLC se emplea para determinar el contenido en G-CSF y para la determinacién cuantitativa de impurezas
que varian de acuerdo con el grado de hidrofobicidad. El sistema HPLC consiste en: un detector UV, un desgasifica-
dor en linea, un médulo de bomba binario y auto-muestreador termostatado, asi como un departamento de columna
termostatado (por ejemplo, Waters Alliance HPLC systems). El andlisis se efectia bajo las siguientes condiciones:
Condiciones cromatogrdficas

Columna: YMC-Pack ODS-AQ, 200 A, esférica, 3 um, 150 x 4,6 mm d.i..

Temperatura columna: 65°C

Fase movil: fase A: 0,1% &cido trifluoracético (TFA) y 50% acetonitrilo (ACN) en agua

Fase B: 0,1% TFA y 95% ACN en agua para HPLC

Velocidad flujo: 1,0 ml/min, gradiente:
Tiempo [min] Fase movil B [%)]

0,0 8

4,0 8

19,0 28

19,1 100

21,0 100

21,1 8

25,0 8
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Deteccién: detector UV, longitud de onda 215 nm
Volumen de inyeccién: 10 ul (cantidad inyectada de proteina: 3-6 ug)
Temperatura auto-muestreador: +2 a +8°C
Tiempo de trabajo: 25 minutos.
SDS-PAGE

La SDS-PAGE se emplea para la deteccion visual de dimeros de proteina presentes y de otras formas agregadas
(trimeros y formas con alta masa molecular). Las muestras de carga se preparan en el tampdn de carga libre de agente
reductor. La SDS-PAGE vertical, NuPAGE Bis-Tris 12% gel 8 x 8 cm, espesor 1,0 mm, 15 carriles (Invitrogen) en
tampo6n de electroféresis MOPS SDS (Invitrogen). La electroféresis se efectia durante 1 hora a voltaje constante de
200 V. Las muestras son tefiidas con color azul Commassie (0,1% Phast Gel Blue R 350 en 30% de metanol).

Ensayo de la actividad biolégica in vitro de G-CSF

La actividad biolégica de G-CSF se determina por el método basado en la estimulacién de la proliferacién celular
(células NFS-60) empleando el método conocido (Hammerling, U. ef al. en J Pharm Biomed Anal 13, 9-20 (1995)) y
el uso de G-CSF recombinante humano estandar internacional G-CSF (88/502, células de levadura derivada; NIBSC
Potters Bar, Hertfordshire, UK; véase Mire-Sluis, A.R. et al. v J Immunol Methods 179, 117-126 (1995).

Medicion del valor pH

El pH se mide empleando un medidor de pH MA 5741 (Iskra) y electrodos Biotrode (Hamilton). El medidor del
pH es calibrado en el intervalo de pH de 3,0 a 5,0 con tampones de calibracién nuevos adecuados. El pH se mide a
una temperatura de 25°C. La desviacion estdndar de la medicién del pH es de 0,003 del valor pH (0,3%).

Condiciones para el ensayo de la estabilidad de G-CSF en composiciones farmacéuticas
4°C : guardado en refrigerador a la temperatura del refrigerador (del orden de +4°C a +6°C)
40°C : guardado a 40°C + 2°C

25°C : guardado a temperatura ambiente entre 25°C y 30°C en jeringas cargadas de 1 ml durante el sacudido a 75
rpm en el sacudidor Vibromix 314EVT

Ejemplo 1
Ensayos de estabilidad

Se preparan las siguientes composiciones farmacéuticas liquidas:

FP1 0,3 mg/ml G-CSF, 39 mM NDSB, 5 mM Na EDTA, pH 4,4

FP2 0,3 mg/ml G-CSF, 39 mM NDSB, 5 mM Na EDTA, 5% DMSO pH 4,4
FP3 0,3 mg/ml G-CSF, 7 mM NDSB, 5% sorbitol, pH 4,4

FP4 0,6 mg/ml G-CSF, 6 mM NDSB, 8% sorbitol, pH 4,6

FP5 0,6 mg/mt G-CSF, 13 mM NDSB, 8% sorbitol, pH 4,3

FP6 0,6 mg/ml G-CSF, 10 mM NDSB, 8% sorbitol, pH 4,5

FP7 0,6 mg/ml G-CSF, 10 mM NDSB, 5% sorbitol, pH 4,4

FP8 0,6 mg/ml G-CSF, 10 mM NDSB, 10% sorbitol, pH 4,4

FP9 0,6 mg/ml G-CSF, 10 mM NDSB, 8% inositol, pH 4,4

FP10 0,6 mg/ml G-CSF, 10 mM NDSB, 8% trehalosa, pH 4,4

FP11 0,6 mg/ml G-CSF, 50 mM NDSB, 8% sorbitol, pH 4,9,

- Composicién farmacéutica de referencia:

A (S16-10ACT): 0.3 mg/ml G-CSF, 10 mM écido acético, 5% (m/v) sorbitol,
0,004% Tween 80, pH ajustado a 4,0 con NaOH (idéntico a Neupogen).

Las muestras con una concentraciéon de G-CSF de 0,6 mg/ml se guardan a 40°C durante 1 mes. Las mismas se
analizan empleando SE-HPLC; en la columna se cargan 6 ug de G-CSF. La figura 1 muestra los respectivos resultados
(AU = unidad de absorcién).
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Leyenda de la figura 1
1 FP1
2 FP2
R S16-10ACT
Las muestras con una concentraciéon de G-CSF de 0,6 mg/ml se guardan a 40°C durante 1 mes. Las muestras se

analizan empleando SE-HPLC; la carga de G-CSF en la columna es de 6 ug. Los resultados se muestran en la figura 2
(AU = unidad de absorcion).

Leyenda de la figura 2
4 FP4
5 FP5
9 FP9

Resultados de los ensayos de estabilidad

El andlisis SE-HPLC de las muestras FP1 y FP2, guardadas durante 1 mes a 40°C, demuestra que las muestras son
estables ya que no existe un incremento visible del contenido en agregados y productos de degradacién hidréfobos
(tabla 1, figura 1). La estabilidad es comparable a la de la muestra de referencia (AS16-10ACT) que es idéntica a la
composicion farmacéutica que comprende G-CSF y disponible en el mercado (Neupogen, G-CSF = 0,3 mg/ml). La
estabilidad se confirma también mediante anélisis RP-HPLC el cual no muestra cambios esenciales en impurezas o en
el contenido en proteina después del periodo de almacenamiento. Estos resultados estdn de acuerdo con los resultados
del andlisis SDS-PAGE (los resultados no se indican) y con la medicién in vitro de la actividad bioldgica. La actividad
biolégica in vitro de G-CSF, que se emplea en los estudios, es al nivel de la referencia internacional (Cat. No. 88/502;
NIBSC, UK). La actividad bioldgica in vitro de las muestras FP1 y FP2 no cambia después del almacenamiento bajo
las condiciones del ensayo (los resultados no se muestran).

TABLA 1
NDSB | pH | Excipiente Periodo Temperatura| Dimeros | Agregados
almacenamiento (SE-HPLC)| superiores
(SE-HPLC)
AS16-10ACT |- 4,0 |Tween80 Im 40°C 0,00% 0,13%
c=0,3 mg/ml sorbitol
FP1 39mM |44 |(EDTA lm 40°C 0,00% 0,18%
FP2 39mM |44 |EDTADMSO [Im 40° C 0,00% 0,23%
FP3 7mM |44 |sorbitol Im 40°C 0,00% 1,02%
m: mes; %. cantidad dimero/agregados superiores con referencia a la cantidad total-de G-CSF: ¢ =
concentracion de G-CSF

Los resultados demuestran que la estabilidad de las composiciones farmacéuticas que comprenden NDSBs es
comparable a la de la muestra de referencia (AS16-10ACT). Las mayores concentraciones de NDSB revelan un efecto
mads favorable sobre la estabilidad. El andlisis SE-HPLC de las muestras de FP4 a FP11, guardadas a 25°C durante 1
semana y 1 mes, demuestra que las muestras son estables ya que no existe incremento observable en el contenido en
agregados y en productos de degradacién hidréfobos (tabla 2, figura 2). La estabilidad es comparable a la de la muestra
de referencia (AS16-10ACT) que es idéntica a la composicién farmacéutica que comprende G-CSF y disponible en el
mercado (Neupogen, G-CSF = 0,3 mg/ml). La estabilidad se confirma también mediante andlisis RP-HPLC el cual no
muestra cambios esenciales en impurezas o en el contenido en proteina después del periodo de almacenamiento. Estos
resultados estan de acuerdo con los resultados del anélisis SDS-PAGE (los resultados no se indican) y con la medicién
in vitro de la actividad bioldgica. La actividad bioldgica in vitro de G-CSF, que se emplea en los estudios, es al nivel
de la referencia internacional (Cat. No. 88/502; NIBSC, UK). Después del almacenamiento bajo las condiciones del
estudio, cambia la actividad biolégica in vitro de las muestras de FP4 a FP11 (los resultados no se muestran).
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TABLA 2
Muestra pH Excipiente Periodo Temperatura | Dimeros| Agregados | Contenido
almacenamiento (SE- | superiores | proteina
HPLC) | (SE-HPLC) [(RP-HPLC)
FP4 4,6 sorbitol 8% {1 w 40°C 0,07% (0,21% 99,4%
6 mM lm 40°C 0,00% |1,8% 95,3%
NDSBs 1w sacudido 25°C 0,03% 10,07% 99,6%
FP5 43 sorbitol 8% {1 w 40°C 0,10% 10,18% 96,5%
13 mM Im 40°C 0,00% |1,63% 93,9%
NDSBs 1 w sacudido 25°C 0,00% [0,07% 97.4%
FP6 4,5 sorbitol 8% |1 w 40°C 0,13% [0,18% 98,8%
6 mM 1m 40°C 0,00% 11,82% 96,0%
NDSBs 1 w sacudido 25°C 0,05% 10,07% 99,2%
FpP7 4.4 sorbitol 5% |1 w 40°C 0;,18% 10,17% 98,6%
10 mM Im 40°C 0,00% |1,18% 95,1%
NDSBs 1 w sacudido 25°C 0,02% 10,04% 99.4%
FP8 44 sorbitol 10%{1 w 40°C 0,11% [0,18% 98,4%
10 mM 1m 40°C 0,00% |1,9% 95,8%
NDSBs 1 w sacudido 25°C 0,03% {0,08% 99,6%
FP9 44 inositol 8% |1 w 40°C 0,10% 10,09% 98.4%
10 mM 1m 40°C 0,00% 10,97% 95,6%
NDSBs 1 w sacudido 25°C 0,16% 10,08% 99.4%
FP10 44 tetrahalosa |1 w 40°C 0,35% 10,25% 98,4%
10 mM 8% Im 40°C 0,00% |2,08% 952%
NDSBs 1 w sacudido 25°C 0,50% 10,11 % 99,0%
FP11 49, pH | sorbitol 8% [l w 40°C 0,16% 0,05% 97,0%
50 mM con 1m - |40°C 0,14% [0,85% 89,1%
NDSBs NaOH 1 w sacudido 25°C 0,05% 10,05% 99,1 %
w: semana, m: mes; %: cantidad dimero/agregados superiores con referencia a la cantidad total de G-CSF;
% poliol: m/v

Los resultados de la tabla 2 demuestran que las composiciones farmacéuticas con la adicién de NDSBs son estables.
Se observa una ligera reduccion de la estabilidad con respecto a la muestra de referencia (tabla 1) en muestras que
son expuestas a condiciones mds extremas (1 mes, 40°C). También es posible que resulte una ligera reduccion de la
estabilidad debido a que un pH por encima de 4,0 no es favorable para G-CSF, lo cual es también evidente a partir del
estado de la técnica. La muestra de referencia se prepara empleando un pH de 4,0.

Ejemplo 2
Composicion de las composiciones farmacéuticas de G-CSF de la invencion

En la tabla 3 se ofrecen las composiciones de las composiciones farmacéuticas de la invencion.

TABLA 3
Muestra Contenido G- Ingredientes inactivos pH
CSF (mg/ml)
FP1 0,3 39 mM NDSB, 5 mM Na EDTA, 5% DMSO 44
FP2 0,3 39 mM NDSB, 5 mM Na EDTA 4,4
FP3 0,3 7 mM NDSB, 8% sorbitol 44
FP4 0,6 6 mM NDSB, 8% sorbitol 4,6
FP5 0,6 13 mM NDSB, 8% sorbitol 4,3
FP6 0,6 10 mM NDSB, 8% sorbitol 4,5
FP7 0,6 10 mM NDSB, 5% sorbitol 4.4
FP8 0,6 10 mM NDSB, 10% sorbitol 4.4
FP9 0,6 10 mM NDSB, 8% inositol 44
FP10 0,6 10 mM NDSB, 8% trehalosa 4,4
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Preparacion del concentrado en bruto

El material de partida de G-CSF para la preparacién de un concentrado en bruto se produce mediante la expresion
en E. coli. El concentrado en bruto se prepara en solucién con 4cido puro (4cido acético o HCI) a pH 4,4 empleando
una concentracion de G-CSF de 1,5 mg/ml. El andlisis SE-HPLC del concentrado en bruto demuestra que el contenido
en dimeros y agregados superiores estd por debajo del limite de deteccion. El andlisis de impurezas, determinado por
el andlisis RP-HPLC, es del orden de 2-4%. (El andlisis RP-HPLC de una muestra reciente de Neupogen revela una
cantidad comparable de impurezas).

Calidad de las sustancias

NDSB: NDSB-195 (Calbiochem) para andlisis, sorbitol: calidad Ph. Eur.; glicerol: Merck; para anélisis; inositol:
mio-inositol (Fluka: > 99,5% HPLC), trehalosa (Fluka: > 99,5% HPLC), EDTA (Sigma: 99%), DMSO (Merck: >
99,5%), Tween 80 (Sigma, bajo nivel de peréxido, contiene BHT como antioxidante); agua para inyeccion: calidad
Ph. Eur.; agua para andlisis: Milli-Q (Millipore).

Preparacion de una composicion farmacéutica de referencia

Las fracciones de la filtracién en gel que comprenden el monémero de G-CSF son reunidas y sustituidas por
tampdn que contiene 10 mM de 4cido acético y 5% de sorbitol en agua para inyeccién. El pH del tamp6n se ajusta
a 3,96 con solucién de NaOH. La sustitucion se efectda en el Labscale™ TFF System/Millipore, empleando tres
membranas Ultracel-5 PLCCC. Se afiade Tween 80 hasta obtener una concentracién de 0,004%. El pH de la solucién
final después de la sustitucion es de 4,0, con una concentracién de 0,304 mg/ml.

Preparacion de las composiciones farmacéuticas de la invencion
General

Las composiciones farmacéuticas de la invencién se preparan por dilucién del concentrado en bruto con una so-
lucién tampoén estéril adecuada, previamente filtrada a través de un filtro 0,2 PES/Nalgene. La concentracién final de
G-CSF es de 0,3 mg/ml o 0,6 mg/ml, respectivamente. Las composiciones farmacéuticas FP1 y FP2 se introducen
en viales de 2 ml de vidrio incoloro, tipo hidrolitico I, se lavan, se esterilizan y se cierran con cierres de caucho de
bromobutilo, equipados con cdpsulas de aluminio. Otras composiciones farmacéuticas (FP3 a FP11) se introducen
(manualmente) en jeringas de inyeccion (volumen 1,3-1,4 ml), de manera que exista una cantidad minima de aire
alrededor del cierre.

FP1, FP2, FP3: A una porcion del concentrado en bruto se afladen 4 porciones de la solucién tampdn adecuada.
Se obtienen las concentraciones finales indicadas en la tabla 3. El pH deja ya de ser ajustado.

FP4-PF11: A 4 porciones del concentrado se afiaden 6 porciones de la solucién con un tampdn adecuado.
Se obtienen las concentraciones finales indicadas en la tabla 3. El pH deja ya de ser ajustado.

10
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende un ingrediente farmacéutico activo y una sulfobetaina no deter-
gente (NDSB).

2. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacién 1, en donde el ingrediente farmacéutico activo se elige
del grupo consistente en una molécula orgdnica, sintética o natural, terapéuticamente eficaz, y una proteina terapéuti-
camente eficaz.

3. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacién 2, en donde la proteina terapéuticamente eficaz se eli-
ge del grupo consistente en factor de estimulacion de colonias de granulocitos, interferones; interleuquinas, factor
de estimulacién de colonias de granulocitos-macrofagos; factor de estimulacidon de colonias de macrofagos; factor
de crecimiento epidérmico; eritropoietina; hormona estimuladora de foliculos; albimina de suero humano, deoxirri-
bonucleasa; calcitonina de fibroblastos; hematoproteina; activadores plasminogénicos y sus precursores; citoquinas;
familia de ligandos de TNF; receptores solubles; hormona de crecimiento; lipoproteinas; alfa-1-antitripsina, insulina,
proinsulina, subunidad A de insulina, subunidad B de insulina; glucdgonos; factores de coagulacién de la sangre; bom-
basina; trombina; encefalinasa; proteina inflamatoria de macréfagos (MIP 1-alfa); subunidad A de relaxina, subunidad
B de relaxina, prorrelaxina; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial vascular; receptores de hormonas o
receptores de factores de crecimiento; integrinas; proteina A, proteina B; factores reumatoides; factor neurotréfico
derivado de huesos, neurotropina-3,-4,-5 o -6; factor de crecimiento de nervios; factor de crecimiento derivado de
plaquetas; factor de crecimiento de fibroblastos; factor de crecimiento transformado; factor de crecimiento de tipo
insulina; trombopoietina; proteina morfogenética ésea y superoxido dismutasa.

4. Una composicién farmacéutica segiin la reivindicacién 3, en donde la proteina terapéuticamente eficaz es G-
CSE.

5. Una composicion farmacéutica segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la NDSB es una
sal de amonio cuaternario en donde los grupos R1, R2, R2 y R4-SO; estan enlazados al 4tomo de nitrégeno central
y en donde R1, R2 y R3 pueden ser iguales y/o diferentes y se eligen del grupo consistente en metilo, etilo, propilo,
butilo, pentilo, hexilo o sus derivados, y R4 es (CH,), en donde n estd comprendido entre 1y 6.

6. Una composicion farmacéutica segtin la reivindicacién 5, en donde la NDSB se elige del grupo consistente en sal
de dimetiletil-(3-sulfopropil)-amonio, 3-(1-piridino)- 1-propanosulfonato, propanosulfonato de dimetilbencilamonio,
sal de dimetil-t-butil-(3-sulfopropil)amonio, 3-(1-metilpiperidin)-1-propanosulfonato y sal de dimetil-(2-hidroxietil)-
(sulfopropil)amonio.

7. Una composicion farmacéutica segin la reivindicacién 6, en donde la NDSB es sal de dimetil-t-butil-(3-sulfo-
propil)amonio.

8. Una composicién farmacéutica segtn las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha composicién comprende ademds
un poliol.

9. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacién 8, en donde el poliol se elige del grupo consistente en
sorbitol, glicerol, inositol, trehalosa y manitol.

10. Una composicién farmacéutica segtin las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicha composicién comprende
ademds uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

11. Una composicién farmacéutica segin la reivindicacién 10, en donde el excipiente farmacéuticamente aceptable
se elige del grupo consistente en EDTA y DMSO.

12. Procedimiento para la preparacion de una composicion farmacéutica, en donde dicha composicién farmacéutica
se prepara mezclando una NDSB con una cantidad terapéuticamente eficaz de un ingrediente farmacéutico activo.

13. Uso de una NDSB en la preparaciéon de una composicién farmacéutica.
14. Uso de una NDSB como estabilizante en una composicion farmacéutica.
15. Uso de una NDSB como un agente tampdn en una composicion farmacéutica.

16. Uso de una NDSB como agente regulador del pH en una composicién farmacéutica.
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