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DESCRIPCION
Composiciones de trombina

Antecedentes de la invenciéon

La formulacion de las proteinas farmacéuticas presenta desafios significativos. Las proteinas poseen multiples
grupos funcionales ademas de una estructura tridimensional; por tanto, la degradacion se produce tanto por la via
guimica (modificaciones que implican la formacién de enlaces o escisién) como por la via fisica (desnaturalizacion,
agregacion, adsorcién, precipitacion). Como cada proteina expresa una Unica combinacién de aminoacidos,
secuencia, punto isoeléctrico y otros determinantes, su respuesta a los cambios en condiciones de solucion es
impredecible y debe determinarse caso por caso. Las tentativas de prevenir una forma de degradacién a menudo
aumentan la tasa de otra.

La degradacion de las proteinas puede evitarse o reducirse mucho por liofilizacién. Sin embargo, la liofilizacion
requiere tiempo y es costosa, y puede causar la desnaturalizacion y la agregacion de las proteinas si no se incluyen
los excipientes adecuados. Como ocurre en la formulacion en solucién, la estabilizacién de las proteinas liofilizadas
tiene que llevarse a cabo individualmente.

En el caso de la trombina, se puede usar cloruro sédico para mantener la estabilidad durante la purificacion y el
almacenamiento ya que reduce la agregacion y la precipitacion. Sin embargo, el cloruro sédico es un excipiente
problematico en las formulaciones liofilizadas porque baja la temperatura de transicion vitrea, con lo que se
necesitan temperaturas primarias bajas y ciclos largos. Ademas, la trombina tiene que protegerse del
desplegamiento y la agregacién en la composicion liofilizada.

La formulacion ideal combinara la estabilidad durante la liofilizacién, asi como el almacenamiento a largo plazo y el
transporte con la facilidad de manejo y de uso.

El documento US-A-4923815 describe una composicién estable de trombina desecada, que comprende sacaridos.
Entre los sacaridos de interés se mencionan la sacarosa y el manitol.

Descripcion de la invencién

Dentro de un aspecto de la invencion se proporciona una composicién que esencialmente consiste en 0,1 mg/ml a
5,0 mg/ml de trombina, de un 2% a un 4% (p/v) de sacarosa, de un 3,5% a un 5% (p/v) de manitol, NaCl de 50 mM a
300 mM, CaCl, 0-5 mM, de un 0,03% a un 1% (p/v) de un tensioactivo o polietilenglicol de alto peso molecular, y un
tampon aceptable fisioldgicamente, en una soluciéon acuosa con un pH de 5,7-7,4, en la que la concentracion del
tampon se selecciona para proporcionar un pH aproximadamente fisiologico tras la aplicacion de la composicién en
un entorno quirdrgico y en la que la relacion de manitol:sacarosa es mayor de 1:1 pero no mayor de 2,5:1 (p/p).
Dentro de una realizaciéon de la invencion, la relacién entre manitol y sacarosa es 1,33:1 (p/p). Dentro de otras
realizaciones de la invencion, la relacion molar de sacarosa:trombina es al menos de 700:1 o al menos 2000:1.
Dentro de realizaciones adicionales de la invencién, la trombina es trombina humana, incluyendo, por ejemplo,
trombina recombinante humana. Dentro de otras realizaciones de la invencion, la concentracion de trombina es de
0,5-3,0 mg/ml o la concentracion de trombina es de 1 mg/ml. Dentro de otras realizaciones de la invencion, la
concentracion de sacarosa es del 3% (p/v) y/o la concentracién de manitol es del 4% (p/v). Dentro de una realizacién
adicional, el tensioactivo o polietilenglicol de alto peso molecular es PEG 3350. Dentro de una realizacién
relacionada, el tensioactivo o polietilenglicol de alto peso molecular es PEG 3350 a una concentraciéon del 0,1%
(p/v). Dentro de realizaciones adicionales, el pH de la composicion es 6,0. Dentro de realizaciones adicionales, el
tampon se selecciona del grupo que consiste en tampones de histidina, citrato, fosfato, Tris y succinato. Dentro de
realizaciones relacionadas, el tampdén es tampén de histidina, tal como el tampén de histidina 2,0-10 mM o el tamp6n
de histidina 5 mM. Una de dichas composiciones de la presente invencion consiste esencialmente en 0,1 mg/ml a
5,0 mg/ml de trombina, de un 2% a un 4% (p/v) de sacarosa, de un 3,5% a un 5% (p/v) de manitol, NaCl de 100 mM
a 200 mM, CaCl, de 1 mM a 5 mM, de un 0,03% a un 1% (p/v) de PEG3350 e histidina de 2 mM a 10 mM en
solucién acuosa a pH 5,5 - 6,5, en la que la relacion de manitol:sacarosa es mayor de 1:1 pero no mayor de 2,5:1
(p/p). Otra de dichas composiciones de la invencién consiste esencialmente en 1 mg/ml de trombina, un 3% (p/v) de
sacarosa, un 4% (p/v) de manitol, CaCl, 4 mM, un 0,1% (p/v) de PEG3350, NaCl 150 mM e histidina 5 mM en
solucién acuosa a pH 6,0.

Dentro de un segundo aspecto de la invencidn, se proporciona un procedimiento para preparar una composicion de
trombina liofilizada que comprende (a) proporcionar una composicion acuosa que contiene trombina como se
desveld anteriormente y (b) liofilizar la composicidon acuosa para formar una composiciéon de trombina liofilizada.

Dentro de un tercer aspecto de la invencion, se proporciona una composicion de trombina liofilizada preparada por el
procedimiento desvelado anteriormente. Dentro de una realizacion de la invencién, la composicién liofilizada esta
contenida en un recipiente sellado que tiene una etiqueta pegada a la superficie exterior del mismo. Dentro de una
realizacién adicional de la invencion, la composicion en el recipiente sellado contiene de 2.500 a 20.000 unidades
NIH de trombina. Dentro de una realizacién relacionada de la invencién, la composicion se proporciona en forma de
un kit que comprende un recipiente sellado como se desveld anteriormente y un segundo recipiente sellado que
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contiene un diluyente tal como, por ejemplo, una solucion salina normal.

Estos y otros aspectos de la invencidn seran evidentes al consultar la siguiente descripcion detallada de la invencion
y los dibujos adjuntos. En los dibujos:

La Fig.1 ilustra el analisis de muestras extraidas antes y después de la liofilizacion de ciertas formulaciones de
trombina por Dispersion de Luz en Angulo Recto (RALS)

La Fig. 2 llustra el analisis de ciertas formulaciones de trombina por RALS tras el almacenamiento durante trece
semanas.

La Fig. 3 llustra el andlisis de ciertas formulaciones de trombina por RALS tras el almacenamiento durante seis
meses.

La Fig. 4 llustra el analisis de la estructura secundaria de la trombina por espectroscopia infrarroja de
transformada de Fourier usando cuatro formulaciones de trombina recombinante humana (etiqguetadas como A,
B, Cy D).

La Fig. 5 llustra el andlisis de la estructura secundaria de la trombina por espectroscopia infrarroja de
transformada de Fourier usando cinco formulaciones de trombina recombinante humana (etiquetadas como T,
A, B, C,yD).

Los intervalos numéricos (por ejemplo, “desde X a Y”) incluyen los puntos finales a no ser que se especifique otra
cosa.

La presente invencion proporciona composiciones estabilizadas de trombina, incluyendo composiciones liofilizadas.
Tal como se usa en el presente documento, “trombina” significa la enzima activada, también conocida como a-
trombina, que se obtiene como resultado de la escisién proteolitica de la protrombina (factor II). Como se desvela
posteriormente, la trombina se puede preparar por diversos procedimientos conocidos en la técnica, y el término
“trombina” no pretende implicar un procedimiento de produccién en particular. La trombina humana es una proteina
de 295 aminoacidos compuesta por dos cadenas polipeptidicas unidas por un enlace disulfuro. En la presente
invencion pueden usarse tanto trombinas humanas como no humanas. La trombina se utiliza en medicina como un
agente hemostatico y como un componente de los adhesivos de tejidos.

Las trombinas tanto humana como no humana (por ejemplo, bovina) se preparan de acuerdo con procedimientos
conocidos en la técnica. La purificacion de la trombina a partir del plasma se desvela, por ejemplo, por Bui-Khac y
col., Patente de Estados Unidos N° 5.981.254. La purificacién de la trombina a partir de fracciones del plasma, tal
como la fraccién Il de Cohn, se desvela por Fenton y col., J. Biol. Chem. 252: 3587-3598, 1977. La trombina
recombinante puede prepararse a partir de un precursor de pretrombina por activacion con un activador de veneno
de serpiente como se desvel6 en la Patente de Estados Unidos N° 5.476.777. Los activadores de veneno adecuados
incluyen la ecarina y el activador de protrombina de Oxyuranus scutellatus.

Dentro de la presente invencion, la trombina se formula en una solucién acuosa débilmente tamponada que contiene
sacarosa, manitol, cloruro sédico, un tensioactivo o polietilenglicol de alto peso molecular (HMW-PEG) v,
opcionalmente, cloruro calcico. Los intervalos de concentracién de estos componentes se muestran en la Tabla 1.
Las concentraciones que se expresan como porcentajes son porcentajes en peso por volumen.

Tabla 1
Trombina 0,01-5,0 mg/mi
Sacarosa 2%-4%
Manitol 3,5%-5%
NaCl 50-300 mM
Tensioactivo o HMW-PEG | 0,03%-1%
CaCl, 0-5mM
pH 5,7-7,4

La concentracion de trombina dentro de la formulacion de la presente invencién puede variar dependiendo de para
gué se quiera utilizar, incluyendo la concentraciéon deseada del producto reconstituido. La trombina se incluye en la
formulacién a una concentracion de 0,01-5,0 mg/ml, mas comdnmente de 0,1-5,0 mg/ml, y tipicamente de 0,5-3,0
mg/ml. Dentro de ciertas realizaciones de la invencion, la concentracion de trombina es de 1,0 mg/ml.

Los inventores han descubierto que la relaciéon entre manitol y sacarosa afecta significativamente al desplegamiento
de la proteina durante la liofilizacion. El manitol se incluye como un agente para dar mayor volumen, lo que mejora la
eficacia del ciclo de liofilizacion y el aspecto del producto liofilizado. La sacarosa se incluye como un estabilizador
(lioprotector), reduciendo el desplegamiento de la trombina durante la liofilizacién y durante el almacenamiento. Las
formulaciones que tenian una relaciéon de manitol:sacarosa de 5:1 (p/p) o mayor fueron inaceptables; las que tenian
una relacion de 2,5:1 o menor parecian estables al analizarse con espectroscopia infrarroja transformada de Fourier
(FTIR). Las relaciones de 1:1 o menores mostraron agregacion/precipitacion en solucion (tras la reconstitucion) al
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medirse por dispersion de luz en angulo recto (RALS) y no formaban un aglutinado aceptable tras la liofilizacion. Por
tanto, dentro de la presente invencidn la relacion de manitol:sacarosa serd mayor de 1:1 pero no mayor de 2,5:1.

El NaCl se incluye en la formulacion para reducir la agregacion y/o la precipitacion. Como se ha indicado
anteriormente, el NaCl puede ser problematico en el proceso de liofilizacion. Dentro de la formulacién de la presente
invencion, el NaCl se incluye a una concentraciéon de 50 mM a 300 mM. Dentro de ciertas realizaciones de la
invencion, la concentracién de NaCl es de 75 mM a 250 mM, 100 mM a 200 mM, o 150 mM.

La formulacién de trombina de la presente invencién estd tamponada para proporcionar estabilidad durante la
formulacion y para optimizar la actividad tras la reconstitucién. Aunque sin el deseo de limitarse por teoria alguna, se
cree que la degradacion autolitica de la trombina aumenta a medida que aumenta el pH por encima de 6,0, y la tasa
de precipitacion aumenta a medida que el pH desciende por debajo de 6,0. Por tanto, es deseable preparar la
trombina a un pH ligeramente acido o proximo a la neutralidad para limitar la pérdida de actividad debida a la
autolisis (formacién de productos inactivos por degradacién autolitica incluyendo la B- y la y-trombina). Sin embargo,
para proporcionar una 6ptima actividad bioldgica en el momento de su utilizacion, se desea que el pH sea
aproximadamente el fisioldgico. La presente invencion se enfrenta a estas necesidades conflictivas mediante el uso
de un tampén débil que es eficaz a un pH de ligeramente acido a aproximadamente neutro (es decir, un pH de 5,7-
7,4), pero que permitirda que el pH alcance un valor aproximadamente fisiolégico (es decir, un pH de 6,8-7,5,
preferentemente un pH de 7,0-7,5, mas preferentemente un pH de 7,35-7,45) cuando la trombina se aplique a un
tejido sangrante en un entorno quirdrgico. Dentro de la presente invencién, la solucién de trombina esta tamponada
a un pH de 5,7-7,4, comunmente de 6,0-6,5 y, dentro de ciertas realizaciones, de 6,0. Los tampones adecuados
incluyen, ademas de histidina, otros tampones fisioldgicamente aceptables que son eficaces dentro del intervalo
resefiado de pH y que permitiran que la solucién alcance un pH aproximadamente fisiolégico durante la aplicacion
de la composicién en un entorno quirdrgico. Los ejemplos de dichos tampones incluyen fosfato, citrato, Tris (2-
Amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol) y succinato. Dentro de ciertas realizaciones de la invencién, el tamp6n de
histidina se incluye a 1-20 mM, 2-10 mM o0 5 mM.

Las concentraciones adecuadas de otros tampones dentro de la presente invencidon pueden determinarse
rapidamente por un experto habitual en la materia. Los tampones de la formulacién pueden ensayarse afadiendo
sangre y midiendo el pH de la solucion resultante. En un ensayo modelo, se afiaden progresivamente alicuotas de
sangre de conejo a distintos tampones y se mide el pH después de cada adiciéon. Cuando los tampones de histidina
se ensayan en dicho ensayo, la histidina 3,2 mM, 5 mM, 12,8 mM y 20 mM se neutraliza por la adicion de no mas de
1,0 volimenes de sangre. Por el contrario, un tampoén de succinato 160 mM y un tampén de fosfato 90 mM/histidina
12,8 mM no produjeron una mezcla con un pH por encima de 7,0 incluso tras la adicion de 2-3 volimenes de sangre.

Dentro de la presente invencion, se incluye un tensioactivo o polietilenglicol de alto peso molecular (PEG) para
prevenir la agregacion/precipitacion de la trombina inducidas por cizalladura y las pérdidas por adsorcién en las
soluciones previas a la liofilizacion o tras la reconstitucion del producto liofilizado. Los tensioactivos adecuados Utiles
en este aspecto incluyen oxidos de polietileno, ésteres del sorbitan, los alquil éteres de polietileno, glicéridos de
acidos grasos (por ejemplo, el monooleato de glicerilo y el monoestearato de glicerilo), esteres de acidos grasos de
polioxietilen sorbitan (por ejemplo, el polisorbato 20 (monolaurato de polioxietilen sorbitan) y el polisorbato 80
(monooleato de polioxietilen sorbitan)) y similares. Los polietilenglicoles de alto peso molecular incluyen los que
tienen pesos moleculares de 400 a 8000, tales como PEG 400, PEG 1000, PEG 3350, PEG 5000 y PEG 8000. Un
polietilenglicol de alto peso molecular ejemplar es el PEG 3350. La concentracion preferida para el PEG 3350 es del
0,1-1%. Aunque el PEG 3350 al 0,03% inhibe eficazmente la agregacion/precipitacion inducida por la cizalladura y
las pérdidas de adsorcion, normalmente se utilizaran concentraciones un poco mayores en la formulacién inicial para
compensar la dilucion que sigue a la reconstitucion. Por ejemplo, una tipica dosis unitaria de trombina puede
prepararse llenando un vial con 1,6 ml de una solucién de 1,0 mg/ml (3200 U/mg) (aproximadamente 5000 U
NIH/vial) y liofilizandolo. El producto liofilizado, cuando se reconstituye con 5 ml de soluciéon salina normal,
proporciona una concentracion de trombina de aproximadamente 1000 U NIH/mI (0,32 mg/ml). Si la concentracion
de PEG 3350 in la formulacion inicial es del 0,1%, la concentracién en el producto reconstituido sera del 0,03%.

Dentro de ciertas realizaciones de la invencion, el CaCl; se incluye en la formulacién para promover la hemostasia,
ya gue es necesario para activar varios factores de la coagulaciéon sanguinea (por ejemplo, el Factor IX, el Factor X).
Cuando se incluye, la concentracion de CaCl, en la formulacién es de hasta 5 mM, generalmente de 1-5 mM,
comunmente 4 mM. La inclusién de cloruro célcico puede mejorar también la estabilidad fisica de la trombina.

Para el almacenamiento a largo plazo, la solucién acuosa se reparte en alicuotas en viales estériles, ampollas u
otros recipientes y se liofiliza de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica. El producto liofilizado aparece
como un polvo o un aglutinado, prefiriéndose la forma aglutinada. A continuaciéon se sellan los recipientes. Es
preferible usar un sellado que permita mas tarde la inyeccion del diluyente en el recipiente a través del sello. El
recipiente se etiqueta de acuerdo con la practica convencional en el campo farmacéutico.

En una realizacion de la invencion, el recipiente se proporciona en un kit con un segundo recipiente que contiene un
diluyente. Los diluyentes adecuados incluyen solucion salina normal para inyeccion y agua para inyeccion. El kit
puede ademas comprender un dispositivo de aplicacion tal como un pulverizador, una jeringa o similar.
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Para utilizarla, la composicion de trombina liofilizada se reconstituye con un diluyente adecuado a la concentracion
deseada, generalmente de aproximadamente 100 U NIH/ml a aproximadamente 5.000 U NIH/ml, tipicamente
aproximadamente 1.000 U NIH/ml, aunque la concentracién real se determinara por el médico de acuerdo con las
necesidades del paciente individual. La trombina puede aplicarse en el tejido sangrante para conseguir la
hemostasia, a menudo en combinacion con una esponja de gelatina absorbible. La trombina puede usarse también
como un componente de un adhesivo de tejidos o un pegamento de fibrina. Estos y otros usos de la trombina se
conocen en este campo.

La invencion se ilustra adicionalmente con los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Ejemplo 1

Se formulé trombina recombinante humana (Trombina rh) a 1 mg/ml en histidina 5 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 4 mMy
PEG3350 al 0,1%, a un pH de 6,0 con concentraciones variables de manitol y sacarosa, como se muestra en la
Tabla 2.

Tabla 2
Formulacién | Manitol | Sacarosa
T 5% 0,5%
A 5% 1%
B 5% 2%
C 5% 3%
D 4% 3%
E 3% 3%
F - 5%

Se depositaron alicuotas de 1,6 ml de las soluciones en viales y se liofilizaron en las condiciones que se muestran
en la Tabla 3. Para los andlisis posteriores, cuando fue necesario, las muestras liofilizadas se reconstituyeron con
agua. Las observaciones visuales de las muestras liofilizadas y reconstituidas se muestran en la Tabla 4.

Tabla 3

Formulacion | Refrigeracion y Atemperado Secado Primario Secado Secundario

T 0,5 °C/min a 5 °C, mantenido 0,5 h

0,25 °C/min a -50 °C, mantenido 2 h
0,25 °C/min a -30 °C, mantenido 3 h
0,25 °C/min a -50 °C, mantenido 2 h

0,5 °C/min a -10 °C, mantenido 16 h | 0,2 °C/min a 30 °C, mantenido 24 h

60 m Torr 60 m Torr

AB, 0,5 °C/min a 5 °C, mantenido 2 h 0,5 °C/min a -30 °C 0,5 °C/min a 25 °C mantenido 24 h
C,D, 0,5 °C/min a -50 °C, mantenido 2 h mantenido 10 h
E,F 0,25 °C/min a -20 °C, mantenido 2 h | 0,5 °C/min a -25 °C mantenido 10 h | 0,5 °C/min a 30 °C mantenido 8 h

0,25 °C/min a -25 °C, mantenido 2 h
0,25 °C/min a -50 °C, mantenido 2 h

0,5 °C/min a -20 °C mantenido 10 h

0,5 °C/min a 20°C mantenido 6 h

0,5 °C/min a -15 °C mantenido 10 h | 60 m Torr
60 m Torr
Tabla 4

Formulacion | Sélido Liofilizado Solucién Reconstituida
T Aglomerado blanco Transparente
A Aglomerado blanco Transparente
B Aglomerado blanco Transparente
C Aglomerado blanco Transparente
D Aglomerado blanco Transparente
E Aglomerado semi-colapsado blanco o polvo blanco | Transparente
F Polvo blanco Transparente
AB,
C,h,
E.F
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Ejemplo 2

Las formulaciones A, B, C, D, E y F de la Trombina rh se analizaron para detectar la presencia de
agregados/precipitados en la solucién. Las muestras obtenidas antes y después de la liofilizacion se analizaron por
Dispersion de Luz en Angulo Recto (RALS) utilizando un espectrofluorémetro continuo (QUANTAMASTER QM4,
Photon Technology International, Inc., Lawrenceville, NJ). Las longitudes de onda de excitacion y emision se
ajustaron a 320 nm. Las muestras se cargaron en un vial de cuarzo de 1 cm de longitud de trayectoria. Las aberturas
de la rendija se regularon a 2 nm y las sefiales se recogieron a 1 punto/seg. durante 60 segundos. La corriente
aplicada fue de 75 vatios. Los valores presentados (véase la Fig.1) fueron los recuentos medios recogidos durante
60 segundos. En la formulacion A se observé una dispersién significativa de la luz significativa, coherente con
agregacioén/precipitacion después de la reconstitucion. Las formulaciones E y F no produjeron un aglomerado
aceptable tras la liofilizacién.

Ejemplo 3

La recuperacion de la Trombina rh tras la liofilizacion se midié usando cromatografia de fase inversa (RP-HPLC).
Para determinar el porcentaje de agregado soluble en las muestras de ensayo se usé cromatografia de exclusion
por tamafos (SE-HPLC). Las formulaciones A, B, C, D, E y F se analizaron antes de la liofilizacién y después de la
liofilizacion y reconstitucion.

Para la RP-HPLC, las muestras de ensayo y el patron de referencia (Trombina rh, 1 mg/ml en tampén de dilucion
(fosfato de sodio 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7,0)) se filtraron usando unidades de filtro para centrifuga (0,22 um)
(SPIN-X; Corning Life Sciences, Action, Mass.) a 14.000 rpm (20.800 RCF). Se empled un intervalo de curva patrén
de 5 a 40 ug, inyectando las muestras a aproximadamente un 90% del limite superior de cuantificacion. Los valores
de pureza se determinaron basandose en el area de pico principal con respecto al area total del pico integrada. Los
andlisis se llevaron a cabo usando un sistema de HPLC (Serie 1100; Agilent Technologies, Palo Alto, California)
configurado con:

e Un kit de bomba binaria con lavado de sellado (G1312A)

« Desgasificador del disolvente de 4 canales (G1322A)

e Automuestreador termostatizado (G1329A/G1330A)

*  Kit de mejora para aumentar el volumen que utiliza una jeringa de 900 pl (G1363A)

e Compartimiento de columna termostatizado con dos intercambiadores de calor (G1316A)
e Kit de mejora de conexién de columnas (G1353A)

« Detector de diodos (G1315B) con celda de flujo de 10 mm/13 pl

e Software CHEMSTATION Agilent (Revision A.08.03)

Para la SE-HPLC, las muestras de ensayo y el patron de referencia se filtraron usando unidades de filtro para
centrifuga (0,22 um) a 14.000 rpm (20.800 RCF). Se utiliz6 un intervalo de curvas patrén de 5,1 a 102 g, inyectando
las muestras aproximadamente a un 90% del limite superior de cuantificacion. El porcentaje de agregados se
determiné basandose en el area de los picos detectados que precedian al pico principal de Trombina rh con
respecto al area total del pico integrada. El analisis se llevé a cabo utilizando un sistema de HPLC como se desvelo
anteriormente.

Estos analisis mostraron un incremento en la recuperacion de la Trombina rh tras la liofilizacién con un aumento del
contenido de sacarosa (23%) como se muestra en las Tablas 5 y 6. Los datos se presentan como concentraciéon de
Trombina rh (mg/ml). La observacion de que el incremento del agregado soluble no necesariamente se relacionaba
con menor recuperacion, es coherente con la formacion de agregados insolubles de Trombina rh durante la
liofilizacion.

Tabla 5

RP-HPLC

Formulacion: A B C D E F
Pre-liofilizacién | 1,03 1,06 1,02 1,04 1,03 1,04
Reconstituida: | 0,91 0,92 0,93 0,94 0,96 0,96
% Recuperado | 88,3% | 86,8% | 91,2% | 90,4% | 93,2% | 92,3%

Tabla 6
% de agregado soluble por SE-HPLC
Formulacién A B C D E F

Pre-liofilizacion | 0,505 |05|0,5| 0,6 | 0,6
Post-liofilizacién | 0,6 | 0,7 | 0,7 | 0,7 | 0,5 | 0,5
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Ejemplo 4

La estabilidad de las formulaciones de Trombina rh en el almacenamiento se estudiaron en un periodo de 6 meses.
Se almacenaron muestras liofilizadas de las formulaciones A, B, C, D, Ey F a 40 °C y a 25 °C y se analiz6 su
contenido (la concentracion de trombina) por RP-HPLC a los 0, 1, 2, 3 y 6 meses como se ha desvelado
anteriormente. A ambas temperaturas, la formulaciéon A, tras la reconstitucion, se volvié turbia después de dos
meses (Tabla 7). Las formulaciones E y F produjeron aglomerados inaceptables y no se analizaron después del
punto temporal de los 0 meses. La estabilidad, expresada como % de recuperacion, se muestra en las Tablas 8y 9.

Tabla 7

Temperatura Tiempo T A B C D
-20°C 0 Transparente Transparente Transparente | Transparente | Transparente
1 mes Transparente Transparente Transparente | Transparente | Transparente
2 meses Transparente Transparente Transparente | Transparente | Transparente
3 meses Transparente Transparente Transparente | Transparente | Transparente
6 meses Transparente Transparente Transparente | Transparente | Transparente
5°C 1 semana | Ligeramente Turbio Transparente Transparente | Transparente | Transparente
2 semanas Transparente Transparente Transparente | Transparente | Transparente
1 mes Transparente Transparente Transparente | Transparente | Transparente
2 meses Transparente Transparente Transparente | Transparente | Transparente
3 meses Transparente Transparente Transparente | Transparente | Transparente
6 meses Transparente Transparente Transparente | Transparente | Transparente
25°C 1 semana | Ligeramente Turbio Transparente Transparente | Transparente | Transparente
2 semanas | Ligeramente Turbio Transparente Transparente | Transparente | Transparente
1 mes Ligeramente Turbio Transparente Transparente | Transparente | Transparente
2 meses Transparente Ligeramente Turbio | Transparente | Transparente | Transparente
3 meses Ligeramente Turbio | Ligeramente Turbio | Transparente | Transparente | Transparente
6 meses Transparente Ligeramente Turbio | Transparente | Transparente | Transparente
40 °C 1 semana | Ligeramente Turbio No ensayado No ensayado | No ensayado | No ensayado
2 semanas | Ligeramente Turbio No ensayado No ensayado | No ensayado | No ensayado
1 mes Ligeramente Turbio Transparente Transparente | Transparente | Transparente
2 meses No ensayado Ligeramente Turbio | Transparente | Transparente | Transparente
3 meses No ensayado Ligeramente Turbio | Transparente | Transparente | Transparente
6 meses No ensayado Ligeramente Turbio | Transparente | Transparente | Transparente

Tabla 8
% de recuperacion de trombina durante el almacenamiento a 40 °C
Formulacion Meses
0 0,25 | 0,5 1 2 3 6
T 100 | 87,5 | 83,3 | 84,4 n.e. n.e. n.e.
A 100 | n.e. ne. | 956 | 945 | 92,3 | 90,1
B 100 | n.e. ne. | 96,7 | 98,9 | 957 | 92,4
C 100 | n.e. ne. | 96,8 | 95,7 | 93,5 | 91,4
D 100 | ne. | ne. | 96,9 | 97,9 | 957 | 93,6
n.e.= no ensayado
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Tabla 9
Formulacion Meses
0 1 2 3 6 12
Tox 100 | 97,9 | 93,8 | 94,8 | 94,8 | 93,4
A 100 | 101 | 98,9 | 98,9 | 95,6 | 96,7
B 100 | 100 | 100 | 97,8 | 95,7 | 97,8
C 100 | 98,9 | 100 | 96,8 | n.r. | 100
D 100 { 98,9 |198,9 | 979 | 97,9 | 97,9
n.e = No ensayado.

Ejemplo 5

Las muestras liofilizadas de las formulaciones A, B, C, D, E y F se almacenaron a 40 °C y a 25 °C y se analizaron a
los 0, 1, 2, 3, y 6 meses para detectar la presencia de impurezas de alto peso molecular (agregado soluble) por SE-
HPLC como se desvelé anteriormente. Los resultados, mostrados en la Tabla 10, indicaron que en la formulaciéon T
(que contenia la menor cantidad de sacarosa), tras una semana se detectaba un aumento del agregado soluble. Sin
embargo, en las formulaciones que contenian un 1% o mas de sacarosa, no Se encontraron incrementos
significativos después de seis meses. Las formulaciones E y F produjeron aglomerados inaceptables y no se
analizaron después del punto temporal de 0 meses.

Tabla 10
% de agregados; almacenamiento a 40 °C

Formulacion Meses

0 |025|05 ]| 1 2 3 6
03| 1,1 1,1 | 1,1 | n.e. | n.e. | n.e.
06| ne. [ne |07]08 ] 06 | 0,8
0,7| ne. |ne. | 06|06 | 05| 0,9
0,7| ne. |ne. | 06| 06 | 0,6 | 0,6
0,7| ne. |[ne.|06| 06 | 06 | 0,7
n.e. = No ensayado

O O] @ » -

Tabla 11
% de agregados; almacenamiento a 25 °C

Formulacion Meses

0 1 2 3 6 12
03|/04(05|05(0,7]|0,5
06|05(05|05(06|0,6
o7)08|07|06|08]0,6
07/08|08|06]|06 |06
07/07|06|06]|0,7]0,6

Ol O] @ > H

Ejemplo 6

Se almacenaron muestras liofilizadas de las formulaciones A, B, C, y D durante trece semanas y seis meses a -20
°C, 5°C, 25 °C y 40 °C y después se analizaron por RALS como se desvel6 en el ejemplo 2, anteriormente. Los
incrementos en la dispersion de la luz medidos por RALS se asociaron con la presencia de agregados solubles y/o
insolubles. Los resultados, mostrados en las Tablas 12 y 13 (como cuentas por segundo), y representados
graficamente en las Figs. 2 y 3, indicaron que las Formulaciones B, C y D eran mas estables que la Formulacion A
con respecto a la agregacion durante el almacenamiento en todas las condiciones de ensayo. Debido a las minimas
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variaciones instrumentales entre los puntos temporales de la semana 13 y el mes 6, no deben compararse los
numeros absolutos de dos puntos temporales; los datos del RALS se deben comparar solo entre las formulaciones
ensayadas al mismo tiempo.

Tabla 12
13 semanas
Temperatura de almacenamiento Formulacion
A B C D
-20°C 870.148,3 | 220.321,1 | 174.001,5 | 175.358,3
5°C 917.635,8 | 209.274,9 | 298.378,7 | 183.227,1
25°C 1.442.075 | 243.777,1 | 160.173,6 | 211.948,2
40 °C 3.746.816 | 1.196.508 | 1.245.188 | 1.049.673
Tabla 13
6 Meses
Temperatura de almacenamiento Formulacion
A B C D
-20°C 377.158,2 | 72.443,12 | 74.719,25 | 92.018,51
5°C 438.323,8 | 100.675,1 | 100.185,1 | 76.518,18
25°C 705.247,2 | 175.997,6 | 134.422,6 | 92.118,5
40 °C 1.824.263 | 438.520,7 | 455.521,4 | 446.050,9

Ejemplo 7

Las muestras liofilizadas de las formulaciones A, B, C y D se analizaron por espectroscopia infrarroja de
transformada de Fourier (FTIR) para comparar la estructura secundaria de la Trombina rh en estado liofilizado. Los
espectros infrarrojos se obtuvieron con un espectrémetro FTIR (FRLA2000-104, ABB Inc., Norwalk, Conn.). Las
muestras liofilizadas se mezclaron con bromuro potasico (BrK) (en una relacion aproximada de Trombina rh:BrK
1:100) y se prensaron para formar pastillas. Los espectros se recogieron en modo de transmision de un solo haz.
Para reducir las interferencias debidas a los excipientes y el vapor de agua, se restaron los espectros del placebo y
vapor de agua de los espectros de la proteina usando un software analitico (BOMEN-GRAMS/32 Al (Version 6.01);
ABB Inc.). Las segundas derivadas de los espectros se crearon usando la funcién Savitzky-Golay de segundo grado.
Las formulaciones de Trombina rh se compararon en la regién de amida | (1700-1600 cm'l). Como se muestra en la
Fig. 4, se obtuvieron espectros similares para las formulaciones B, C, y D, mientras que la formulacién A dio un
espectro diferente.

Después, se ensayaron tres réplicas de la formulacion A por medio de FTIR, como se desvelé anteriormente. Los
espectros resultantes fueron esencialmente idénticos.

Las formulaciones A, B, C, y D posteriormente se compararon con una formulacién que contenia un 5% de manitol y
un 0,5% de sacarosa (Formulacién T). La FTIR se realizd6 como se desvel6 anteriormente. Como se muestra en la
Fig. 5, las Formulaciones B, C y D dieron espectros similares, mientras que los espectros de las formulaciones que
contenian el 5% de manitol y el 1% de sacarosa o el 0,5% de sacarosa indicaban unos espectros diferentes. Son
coherentes con estos hallazgos los incrementos en la RALS que se observaron después de la liofilizacién, cuando
las formulaciones que contenian <1% de sacarosa se compararon con las que tenian 22% de sacarosa (Ejemplo 6).
Estos datos sugieren que la trombina esta parcialmente desplegada en las formulaciones que contienen <1% de
sacarosa (lo que conduce a un aumento de agregados insolubles tras la reconstitucién), mientras que la estructura
secundaria de la trombina se estabiliza en presencia de 22% de sacarosa durante la liofilizacion.

Otras realizaciones de la invencién
1. Una composicién que consiste esencialmente en

de 0,1 mg/ml a 5,0 mg/ml de trombina;

de un 2% a un 4% (p/v) de sacarosa;

de un 3,5% a un 5% (p/v) de manitol;

NaCl de 50 mM a 300 mM;

CaCl; 0-5 mM;

de un 0,03% a un 1% (p/v) de un tensioactivo o polietilenglicol de alto peso molecular; y un
tampon fisiolégicamente aceptable,
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en una solucién acuosa a pH 5,7 — 7,4, en la que la concentracion del tamp6n se selecciona para proporcionar un
pH aproximadamente fisioldgico tras la aplicacion de la composicién en un entorno quirdrgico y en la que la relacion
de manitol:sacarosa es mayor de 1:1 pero no mayor de 2,5:1 (p/p).

2. La composicioén de la realizacion 1, en la que la relacion de manitol:sacarosa es de 1,33:1 (p/p).

. La composicion de la realizacion 1, en la que la relacién molar de sacarosa:trombina es al menos de 700:1.

. La composicion de la realizacion 1, en la que la relacién molar de sacarosa:trombina es al menos de 2000:1.
. La composicién de la realizacion 1, en la que la trombina es trombina humana.

. La composicion de la realizacion 1, en la que la trombina es trombina recombinante humana.

. La composicion de la realizacion 1, en la que la concentracion de trombina es de 0,5 — 3,0 mg/ml.

. La composicion de la realizacion 1, en la que la concentracion de trombina es de 1 mg/ml.

© 0 N o 0o M~ W

. La composicion de la realizacion 1, en la que la concentracién de sacarosa es del 3% (p/v).
10. La composicion de la realizacién 1, en la que la concentracion de manitol es del 4% (p/v).

11. La composicién de la realizacion 1, en la que la concentracion de la sacarosa es del 3% (p/v) y la concentracion
de manitol es del 4% (p/v).

12. La composicion de la realizacion 1, en la que el tensioactivo o polietilenglicol de alto peso molecular es PEG
3350.

13. La composicion de la realizacion 12, en la que la concentracién de PEG 3350 es del 0,1% (p/v).
14. La composicion de la realizacion 1, en la que el pH es 6,0.

15. La composicion de la realizacion 1, en la que el tampén se selecciona del grupo que consiste en tampones de
histidina, citrato, fosfato, Tris y succinato.

16. La composicion de la realizacién 1, en la que el tampén es tamp6n de histidina.

17. La composicion de la realizacién 16, en la que la concentracion del tampon de histidina es de 2,0-10 mM.
18. La composicion de la realizacién 1, en la que el tampén es histidina 5 mM a pH 6,0.

19. La composicion de trombina de la realizacién 1, que consiste esencialmente en:

de 0,1 mg/ml a 5,0 mg/ml de trombina;

de un 2% a un 4% (p/v) de sacarosa,;

de un 3,5% a un 5% (p/v) de manitol;

NaCl de 100 mM a 200 mM;

CaCl,de 1 mM a5 mM;

de un 0,03% a un 1% (p/v) de PEG3350; e
histidina de 2 mM a 10 mM

en solucién acuosa a un pH de 5,5 — 6,5, en la que la relacién de manitol:sacarosa es mayor de 1:1 pero no mayor
de 2,5:1 (p/p).

20. La composicion de trombina de la realizacion 19, que consiste esencialmente en:

1 mg/ml de trombina;

un 3% (p/v) de sacarosa;
un 4% (p/v) de manitol;
CaCl; 4 mM;

un 0,1% (p/v) de PEG3350;
NaCl 150 mM; e

histidina 5 mM

en solucién acuosa a un pH de 6,0.
21. Un procedimiento para preparar una composicion de trombina liofilizada que comprende:

proporcionar una composicion de acuerdo con la realizacion 1; y
liofilizar la solucion acuosa para formar una composicion de trombina liofilizada.

10
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22. El procedimiento de la realizacion 21 en el que, dentro de la etapa de proporcionar una composicion de acuerdo
con la realizacién 1, la composicién consiste esencialmente en:

de 0,1 mg/ml a 5,0 mg/ml de trombina;

de un 2% a un 4% (p/v) de sacarosa;

de un 3,5% a un 5% (p/v) de manitol;

NaCl de 100 mM a 200 mM;

CaCl, de 1 mMab5mM;

de un 0,03% a un 1% (p/v) de PEG3350; e

histidina de 2 mM a 10 mM

en una solucién acuosa a un pH de 5,5 — 6,5, en la que la relaciéon de manitol:sacarosa es mayor de 1:1 pero no
mayor de 2,5:1 (p/p).

23. Una composicién de trombina liofilizada preparada por el procedimiento de la realizacion 21.

24. La composicion de la realizacion 23 contenida en un recipiente sellado que tiene una etiqueta pegada a la
superficie exterior del mismo.

25. La composicion de la realizacion 24, que contiene de 2.500 a 20.000 Unidades NIH de trombina.

26. Un kit que comprende la composicion de la realizacion 24 y un segundo recipiente sellado que contiene un
diluyente.

27. El kit de la realizacién 26 en el que el diluyente es solucion salina normal.

11
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion liofilizada preparada a partir de una solucion que consiste esencialmente en trombina
recombinante humana, sacarosa, manitol, NaCl, CaCl,, un tensioactivo o polietilenglicol de alto peso molecular, y un
tampon fisiologicamente aceptable,

en la que la concentracion de dicha trombina recombinante humana en dicha solucion es de 0,1 mg/ml a 5,0 mg/ml;
la concentracion de dicha sacarosa en dicha solucion es del 2% al 4% (p/v);

la concentracién de dicho manitol en dicha solucién es del 3,5% al 5% (p/v);

la concentracion de dicho NaCl en dicha solucion es de 50 mM a 300 mM;

la concentracién de dicho CaCl, en dicha solucion es de 0 mM a 5 mM; y

la concentracion de dicho tensioactivo o polietilenglicol de alto peso molecular en dicha solucién es del 0,03% al 1%
(p/V),

en la que dicha solucién tiene un pH de 5,7 a 7,4 y proporciona un pH aproximadamente fisiologico tras la aplicacién
de la composicion en un entorno quirdrgico, y en la que dicha solucién tiene una relacién de manitol:sacarosa que es
mayor de 1:1 pero no mayor de 2,5:1 (p/p).

2. Una composicion liofilizada preparada a partir de una solucion que consiste esencialmente en trombina
recombinante humana, sacarosa, manitol, NaCl, CaCl,, PEG 3350 y un tampon de histidina,

en la que la concentracion de dicha trombina recombinante humana en dicha solucion es de 0,1 mg/ml a 5,0 mg/ml;
la concentracién de dicha sacarosa en dicha solucién es del 2% al 4% (p/v);

la concentracién de dicho manitol en dicha solucién es del 3,5% al 5% (p/v);

la concentracion de dicho NaCl en dicha solucion es de 100 mM a 200 mM;

la concentracion de dicho CaCl, en dicha solucion es de 1 mM a 5 mM;

la concentracion de dicho PEG 3350 en dicha solucion es del 0,03% al 1% (p/v); y

la concentracion de dicha histidina en dicha solucién es de 2 mM a 10 mM;

en la que dicha solucién tiene un pH de 5,5 a 6,5 y proporciona un pH aproximadamente fisioldgico tras la aplicaciéon
de la composicién en un entorno quirdrgico, y en la que dicha solucién tiene una relacién de manitol:sacarosa que es
mayor de 1:1 pero no mayor de 2,5:1 (p/p).

3. Una composicion liofilizada de acuerdo con la reivindicacién 2 preparada a partir de una solucién a un pH de 6,0
que comprende 1 mg/ml de trombina recombinante humana en histidina 5 mM, un 2% de sacarosa, un 5% de
manitol, NaCl 150 mM, CaCl, 4 mMy un 0,1% de PEG 3350.

4. Una composicion liofilizada de acuerdo con la reivindicacion 2 preparada a partir de una solucién a un pH de 6,0
que comprende 1 mg/ml de trombina recombinante humana en histidina 5 mM, un 3% de sacarosa, un 5% de
manitol, NaCl 150 mM, CaCl, 4 mMy un 0,1% de PEG 3350.

5. Una composicion liofilizada de acuerdo con la reivindicacién 2 preparada a partir de una solucién a un pH de 6,0
que comprende 1 mg/ml de trombina recombinante humana en histidina 5 mM, un 3% de sacarosa, un 4% de
manitol, NaCl 150 mM, CaCl, 4 mMy un 0,1% de PEG 3350.

6. La composicion liofilizada de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 en la que dicha relaciéon entre manitol y
sacarosa es 1,33:1 (p/p).

7. La composicion liofilizada de cualquier reivindicacién precedente en la que dicha solucion tiene una relacion molar
de sacarosa:trombina que es al menos de 700:1.

8. La composicién liofilizada de cualquier reivindicacion precedente en la que dicha solucién tiene una relacién molar
de sacarosa:trombina que es al menos de 2000:1.

9. La composicion liofilizada de la reivindicacién 1 o 2, en la que dicha solucion tiene una concentracion de trombina
recombinante humana que es de 0,5 a 3,0 mg/ml.

10. La composicién liofilizada de la reivindicacién 1 o 2, en la que dicha solucién tiene una concentracion de
trombina recombinante humana que es de 1 mg/ml.

11. La composicion liofilizada de la reivindicacién 1 o 2, en la que dicha solucién tiene una concentracion de
sacarosa que es del 3% (p/v).

12. La composicion liofilizada de la reivindicacién 1 o 2, en la que dicha solucién tiene una concentracién de manitol
que es del 4% (p/v).

13. La composicién liofilizada de la reivindicacion 1 o 2, en la que dicha solucién tiene una concentracién de
sacarosa que es del 3% (p/v) y una concentracion de manitol que es del 4% (p/v).

14. La composicion liofilizada de la reivindicacion 1 o 2, en la que dicha solucion tiene una concentracion de PEG
3350 que es del 0,1% (p/v).

15. La composicion liofilizada de la reivindicacién 1 o 2, en la que el pH de dicha solucion es 6,0.

12
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16. La composicién liofilizada de la reivindicacién 1, en la que dicho tampodn fisiolégicamente aceptable se
selecciona del grupo que consiste en tampones de histidina, citrato, fosfato, Tris y succinato.

17. La composicion liofilizada de la reivindicacién 1, en la que dicho tampdn fisiolégicamente aceptable es un
tampon de histidina.

18. La composicion liofilizada de la reivindicacion 17, en la que dicha concentracion de tampon de histidina en dicha
solucién es de 2,0 a 10 mM.

19. La composicion liofilizada de la reivindicacién 1, en la que dicho tampdn fisiolégicamente aceptable en dicha
solucion es histidina 5 mM a un pH de 6,0.

20. Un kit que comprende un recipiente sellado que contiene dicha composicién liofilizada de cualquiera de las
reivindicaciones precedentes.

21. Un kit de acuerdo con la reivindicacién 20, en el que el recipiente sellado contiene de 2500 unidades NIH a
20000 unidades NIH de trombina recombinante humana.

22. El kit de la reivindicacién 20 o 21 que ademas comprende un segundo recipiente sellado que contiene un
diluyente.

23. El kit de la reivindicacion 22, en el que dicho diluyente es solucion salina normal.

24. El uso de una composicién en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de un tejido sangrante, en
el que dicha composicién se prepara en una solucién acuosa que consiste esencialmente en: trombina, sacarosa,
manitol, NaCl, CaCl,, un tensioactivo o polietilenglicol de alto peso molecular, y un tampon fisiolégicamente
aceptable,

en la que la concentracion de dicha trombina en dicha solucién es de 0,1 mg/ml a 5,0 mg/ml;

la concentracion de dicha sacarosa en dicha solucion es del 2% al 4% (p/v);

la concentracion de dicho manitol en dicha solucién es del 3,5% al 5% (p/v);

la concentracion de dicho NaCl en dicha solucién es de 50 mM a 300 mM;

la concentracién de dicho CaCl, en dicha solucion es de 0 mM a 5 mM; y

la concentracion de dicho tensioactivo o polietilenglicol de alto peso molecular en dicha solucién es del 0,03% al 1%
(pIv),

en la que dicha solucién tiene un pH de 5,7 a 7,4 y proporciona un pH aproximadamente fisioldgico tras la aplicaciéon
de la composicion en un entorno quirdrgico, y en la que dicha solucién tiene una relacién de manitol:sacarosa que es
mayor de 1:1 pero no mayor de 2,5:1 (p/p): y

en la que la preparacion del medicamento incluye las etapas de liofilizar la soluciéon acuosa para formar una
composicion de trombina liofilizada y reconstituir la composicion de trombina liofilizada con un diluyente adecuado.

25. Uso de acuerdo con la reivindicacion 24, en el que el medicamento comprende un adhesivo de tejidos o
pegamento de fibrina.

26. Uso de acuerdo con la reivindicacion 24, en el que el tratamiento de un tejido sangrante comprende el uso de
una esponja de gelatina absorbible.

27. Uso de acuerdo con la reivindicacion 24, en el que la composicion reconstituida de trombina comprende trombina
a 100 U NIH/ml a 5000 U NIH/ml.

28. La composicion liofilizada de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 — 19 para su uso en un
procedimiento para conseguir la hemostasia, en la que el procedimiento incluye la reconstitucién de la composicion
con un diluyente adecuado y su aplicacién en un tejido sangrante.

29. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 28, en la que la aplicacion en el tejido sangrante es en
combinacién con una esponja de gelatina absorbible.

30. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 28, en la que la composicion es un componente de un
adhesivo de tejidos o un pegamento de fibrina.

31. Una composiciéon de acuerdo con la reivindicacién 28, en la que la composicion de trombina reconstituida
comprende trombina de 100 U NIH/ml a 5000 U NIH/m.
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