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DESCRIPCION
Formulaciones de los conjugados de PEG-interferdn alfa
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a las nuevas formulaciones liofilizadas y estabilizadas de conjugados de PEG-
interferdn alfa y los procedimientos para su preparacion.

Antecedentes de lainvencion.

La principal desventaja en el uso terapéutico de la mayoria de los compuestos biolégicos es que se administran a
través de ruta parenteral, p.ej. de forma intravenosa (i.v.), subcutanea (s.c.), intramuscular (i.m.), etc., lo que significa
que la liberacion en el paciente se asocia con dolor y malestar. Es méas, a causa de sus muy cortas vidas medias, los
bioldgicos requieren frecuentes administraciones en el paciente con el fin de mantener los niveles sanguineos
terapéuticos del farmaco. Muchos tipos de inyecciones que no se pueden auto administrar, requieren viajes
frecuentes a la clinica, ademas de afadir incomodidad al paciente. Existen mltiples tipos de ejemplos de farmacos
biologicos que requieren de una frecuente administracion. El interferon alfa-2a (Roferon, Roche) y el interferén alfa-
2b (Intron A, Shering AG), las dos formas recombinantes del interferon alfa, usados en el tratamiento de las hepatitis
cronicas B y C tienen una vida media menor a 12 h (McHutchison, et al., Engl. J.Med. 1998, 339, 1485-1492; Glue,
et al., Clin. Pharmacol. Ther. 2000, 68, 556-567) y en consecuencia requieren una administracion de 3 veces a la
semana. Se requieren también inyecciones repetidas con interferon beta-1b (Betaseron) para tratar a los pacientes
con esclerosis multiple (EM). La dosificacion recomendada es mediante ruta subcutanea administrada cada dos
dias. Otro ejemplo de un medicamento que requiere inyecciones repetidas es la filgrastima (factor estimulante de
colonias de granulocitos, o0 G-CSF), donde se dan las inyecciones cada dia con una duracién del tratamiento de dos
semanas.

Un método muy exitoso y bien aceptado que supera los inconvenientes descritos de frecuentes inyecciones de altas
dosis con el fin de mantener los niveles de umbral del medicamento en el cuerpo es el de incrementar la vida media
in-vivo de la proteina terapéutica mediante su conjugacion con un polimero, preferiblemente polietilenglicol (PEG).
Las moléculas de PEG con sus largas cadenas no solamente crean un escudo protector alrededor de la molécula
pegilada del farmaco en solucidn acuosa reduciendo de esta forma la inmunogenicidad de la proteina farmacol6gica
mientras también las protegen de la accion de las proteasas, sino que también ayudan ademas a incrementar la vida
media del farmaco circulante mediante el aumento de su volumen hidrodinamico el cual reduce su pérdida por los
mecanismos de filtracion del entramado del glomérulo renal. La parte del PEG se elimina sin ningdn cambio
estructural tras su separacion de la molécula de proteina, y su aclaramiento es proporcional al peso molecular.
Desde los afios 1970 se ha publicado la conjugacion de proteinas a PEG. Por regla general, la fraccion de PEG se
ancla a la proteina mediante una activacion del PEG, en primer lugar, para hacerla reaccionar después con la
cadena lateral del residuo de lisina y/o el grupo amino N-terminal de la proteina. El PEG que se usa mas
frecuentemente es el PEG monofuncional porque su fraccibn es méas resistente a la agregacién y al
entrecruzamiento. Uno de estos ejemplos se describe en Davis et al. in US Pat. No. 4,179,337. Los conjugados
PEG-proteina se forman mediante la reaccién de un material bioldgicamente activo con un exceso de concentracién
molar de un polimero altamente activado que posee un grupo amino terminal de union sin tener en cuenta donde se
pueda anclar el polimero a la proteina, y dando lugar a una composicion peptidica fisiologicamente activa, soluble en
agua y no-inmunogénica. La pegilacién de los interferones se ha publicado en U.S. Pat. Nos. 4,766,106 and
4,917,888 el cual describe entre otros, interferon beta conjugado con polimeros activados incluyendo mPEG-2,4,6-
tricloro-S-triazina, m-PEG-N-succinimidil glutarato o mPEG-N-succinimidil succinato. Una de estas descripciones en
U.S. Pat. No. 5,951,974 relata la conjugacion del interferén a un polimero substancialmente no-antigénico a un sitio
de histidina. Otra de estas descripciones en U.S. Pat.No. 5,981,709 describe un polimero de interferén alfa
conjugado con una relativamente alta vida media circulante.

Algunas proteinas pegiladas terapéuticas disponibles comercialmente incluyen, ADAGEN (adenosindeaminasa
bovina pegilada), la cual se usa para tratar el sindrome de inmunodeficiencia combinada severa ligada al
cromosoma X; PEGASYS (interfer6n alfa 2a pegilado), el cual se usa en el tratamiento de la hepatitis C; PEG-Intron
(interferon alfa 2b pegilado) para la hepatitis C crénica; Oncaspar (L-aspariginasa pegilada) para el tratamiento de la
leucemia linfoblastica aguda en pacientes que son hipersensibles a la forma nativa no modificada de la L-
asparaginasa; y, Neulasta (metionil factor estimulante de colonias de granulocitos humano recombinante pegilado)
para la neutropenia inducida por quimioterapia del cancer.

El virus de la hepatitis C (HCV) constituye una de las mayores causas de enfermedad hepatica en el mundo. Casi
200 millones de personas estan afectadas en todo el mundo. El interferon en combinacién con ribavirina ha
mostrado ser efectivo en la disminucion de la carga viral de los pacientes con hepatitis C cronica, sin embargo, se
necesita administrarlo 3 veces a la semana. El PEG-interferon alfa es un conjugado covalente de interferén alfa 2b
recombinante con monometoxiPEG en una proporcion molar 1:1 (Glue P et al., Clin Pharmacol Ther. 2000; 68; 556-
567). La vida media promedio de absorcién del PEG-interferén alfa 2b es 5 veces mayor que la del interferon alfa 2b
no-pegilado. La vida media promedio de eliminacion es de 40 horas en pacientes con infeccion de hepatitis C. Otro
producto es el PEG-interferdn alfa 2a, el cual tiene una molécula de cadena ramificada de 40 kDa con cada rama de
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PEG con un peso molecular promedio de 20 kDa. Las dos cadenas de monometoxy PEG estan unidas mediante
enlaces uretano hidroliticamente estables a una molécula de lisina conectora, uno en el grupo amino alfa de la lisina
y el otro en el grupo amino ¢ de la lisina. La vida media promedio de absorcion del PEG-interferén alfa es 10 veces
mayor que el interferén alfa no pegilado. La vida media promedio de eliminacion es de alrededor de 60 horas en
pacientes con infeccidn de hepatitis C. Ambos productos perfeccionados solamente necesitan ser administrados en
un régimen de una vez a la semana.

Mientras algunos conjugados polimero-proteina son estables en forma liquida, otros no lo son. Por ejemplo, a
diferencia del caso del PEG-interferon alfa 2a donde la pegilacion da lugar a un enlace uretano estable, el cual es
ante todo estable en medio acuoso, el producto de PEG-interferon alfa 2b, el cual primitivamente contiene un PEG
unido a un residuo de histidina (His 34), es altamente inestable en la forma liquida. Con estos conjugados polimero-
proteina se tienen que utilizar técnicas como la liofilizacion/deshidratacion por congelacién- un proceso donde se
sublima el agua de una composicién tras su congelacion- el cual puede dar lugar a una forma estable al biolégico
por encima de un periodo de tiempo deseado. Asi, para preparar una formulacién estable de PEG-interferon alfa 2b,
se necesita liofilizar cuidadosamente la formulacion con el(los) agente(es) crioprotector(es) o lioprotector(es)
adecuados, y agentes estabilizantes, que estabilicen los conjugados de interferén alfa pegilados para prevenir la
despegilacion durante el proceso de liofilizacion- un fendmeno comidnmente asociado con el producto de PEG-
interferén alfa. Es mas, ademas de agentes crioprotectores y agentes estabilizantes la formulacion liofilizada
contiene también incrementadores de volumen que aumentan la cantidad de material sélido en el vial.

Una forma especifica en la que se ha resuelto el problema de la inestabilidad del enlace uretano del residuo de His
34 en el caso del PEG-interferén alfa 2b es utilizando una formulaciéon que se ha descrito en U.S. Pat. 6,180,096,
donde los conjugados de PEG-IFN alfa 2b se liofilizan en presencia de tampon, agentes crioprotectores , un agente
estabilizante y un disolvente en cuya formulacion contiene un disacarido sacarosa, como agente crioprotector, junto
con fosfato sédico monobasico dihidrato y fosfato sddico dibasico anhidro, como tampén, con polisorbato 80 como
agente estabilizante, y agua como disolvente. Mientras la formulacion de arriba es comercialmente satisfactoria en el
tratamiento de la Hepatitis C, estd sin embargo asociada con varios problemas, algunos de los cuales se explican
detalladamente en otra solicitud de patente, WO2006/020720, por la misma compafiia, la cual utiliza ciclos de
liofilizacion méas largos que conducen a un elevado coste de fabricacion y a un alto contenido de humedad asociado
a la formulaciéon comercial, como alguna de las razones para hallar y comunicar una nueva formulaciéon en
W02006/020720. En W0O2006/020720, los inventores describen otra formulacion liofilizada de PEG-IFN alfa 2b,
donde el agente crioprotector comprende al menos un 60% de trehalosa, los componentes tamponadores incluyen
fosfato sodico monobasico dihidrato y fosfato sédico dibasico anhidro, y donde la formulacién contiene ademas
polisorbato 80 como agente estabilizante y agua como disolvente. La necesidad de formulaciones adicionales para
la proteccion de los conjugados de PEG-IFN alfa 2b no puede estar mejor enfatizada que por el hecho de que los
cesionarios de la patente US patent 6,180,096 (formulacién comercial), y los solicitantes de WO2006/020720 son la
misma compafiia, Shering Corporation, la cual esta continuando con el desarrollo y descubrimiento de mas
formulaciones liofilizadas de PEG-IFN alfa 2b.

La necesidad de mas formulaciones de PEG-IFN alfa 2b de las que existen se crea con el fin no solamente de
proteger al conjugado de PEG-interferon alfa durante el proceso de liofilizacién, sino también de conseguir un
almacenaje a largo plazo a temperatura ambiente cuando el liofilizado se encuentra en el envase adecuado. El
proceso de tales formulaciones ha de ser facil de manejar y ser méas efectivo en relacion a costo que aquellos que se
usan en las formulaciones actuales (basadas en sacarosa). La formulacién comercial actual de PEG-IFN alfa 2b, la
cual esta fundamentada en la sacarosa (como se describe en la patente US patent 6,180,096), tiene un ciclo de
liofilizacion un poco largo de casi 5 dias. La formulacion descrita en la presente invencion utiliza un ciclo de
liofilizacion el cual es significativamente méas corto en tiempo —aproximadamente alrededor de 24-48 horas- el cual
ayudara a reducir el coste de fabricacion de este medicamento.

La presente invencién proporciona nuevas formulaciones liofilizadas y estabilizadas de conjugados de PEG-
interferén alfa y el proceso para su preparacion.

Realizaciones de la invencion.

El objetivo principal de la invencién es el de proporcionar nuevas formulaciones liofilizadas y estabilizadas de
conjugados de PEG-interferén alfa.

En una realizacion de la invencion se facilita un proceso para la preparaciéon de las nuevas formulaciones de
conjugados de PEG-interferén alfa.

Descripcion de lainvencion.

La presente invencion se refiere a nuevas formulaciones liofilizadas y estabilizadas de conjugados de PEG-interferén
alfa y el(los) proceso(s) para su preparacion. Las formulaciones comprenden la formulacion de los conjugados de
PEG-Interferon alfa con el(los) tampon(es) adecuado(s), agente(s) crioprotector(es) adecuado(s), agente
estabilizante(es) adecuado(s) y un disolvente, opcionalmente con otros excipientes adecuados, los cuales son
liofilizados con posterioridad.
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Se apreciara que la presente invencion no esta limitada por las concentraciones de los componentes en las nuevas
formulaciones como se describe en la especificacion.

Los conjugados de PEG-Interferon alfa conforme a la presente invencion son moléculas de Interferén alfa y sus
variantes unidas covalentemente a una o mas molécula/s de PEG. Los conjugados de PEG-Interferén alfa de la
presente invencion puden abarcar el interferon alfa 2a, el interfer6n alfa 2b o el interferén alfa 2c y sus variantes
adecuadas. Preferiblemente, el conjugado de PEG-Interferén alfa es Interferon alfa 2b monopegilado.

Los polimeros son moléculas que comprenden unidades quimicas que se repiten, unidas por enlace covalente. A
menudo, el peso molecular aproximado del polimero se designa con un nimero seguido del hombre de la unidad
quimica repetida. Por ejemplo, “PEGi2000” 0 “Polietilenglicol (12000)” se refiere a un polimero de polietilenglicol que
tenga una media de peso molecular de aproximadamente 12.000 daltons.

La conjugacion de los polimeros a las proteinas podria dar lugar a Unica molécula de polimero conjugada a una
proteina o a dichas conjugaciones multiples para una Unica proteina. El grado de conjugacion depende de las
condiciones de reaccion y del resultado deseado. En la realizacién de preferencia, el conjugado de PEG-Interferon
alfa en las formulaciones de la presente invencidon consta de un Unico Interferén alfa 2b conjugado a una Unica
molécula de PEG. En una realizacién preferida concreta, el conjugado de PEG-Interferén alfa en las formulaciones
de la presente invencion consiste en un unico Interferén alfa 2b conjugado a una Unica molécula de PEGi2000. En
una realizacién preferida particular, la molécula de Interferén alfa 2b esté ligada a la molécula de PEGi2000 mediante
un enlace uretano. Se conocen en la técnica algunos procesos de preparacion de conjugados de PEG-IFN y tales
procesos y los productos derivados de dichos procesos se consideran estar comprendidos dentro del alcance de la
presente invencion. Se pueden encontrar ejemplos de dicho(s) proceso(s) para la produccion de este conjugado
polimero-proteina en U.S. Pat. No. 5612460 (Zalipsky) and U.S. Pat. No. 5711944 (Gilbert et al). Sin limitar el campo
de la presente invencion, la concentracion preferida de conjugado PEG-Interferon alfa es de 0,03 a 2,0 mg de
Interferon por mililitro.

Cuando se une una Unica molécula de interferén alfa con una Gnica molécula de PEG-12000 el conjugado resultante
de PEG-Interferon alfa podria estar en forma de un unico isbmero o en una mezcla de isébmeros posicionales. En al
realizacion de la presente invencién una de estas mezclas de isémeros posicionales podria significar que el
conjugado de PEG-Interferén alfa esta unido a través del residuo de histidina de la molécula de interferén alfa,
mientras que el otro conjugado de PEG-interferén alfa se encontraria unido a través de otro sitio de la molécula de
interferén, por ejemplo el residuo de lisina.

Se podria usar la liofilizacion con el fin de conservar el conjugado de PEG-interferén alfa en la forma més estable. La
liofilizacion es un proceso de secado por congelacién de una composicion donde se trata una mezcla acuosa con el
fin de eliminar el agua. Comunmente, el proceso implica la sublimacién del agua de las soluciones acuosas, por
regla general bajo condiciones de presion reducida. Tras la liofilizacién, el(los) conjugado(s) de PEG-Interferén alfa
se pueden guardar durante largos periodos de tiempo.

No obstante, los conjugados de PEG-Interferon alfa estan sometidos a deterioro durante y después de la liofilizacién
(US 6,180,096). Por lo tanto, existe la necesidad de formular unos conjugados de PEG-Interferén alfa adecuados asi
como de protegerlos de la degradacion durante y después de la liofilizacion. Es mas, seria util también si estas
formulaciones proporcionan solidez fisica a la formulacién.

La presente invencion protege los conjugados de PEG-Interferén alfa del dafo incluyéndolos en formulaciones que
previenen del dafio durante y tras la liofilizacion. Mientras la presente invencién no se limita a una formulacién en
particular, las formulaciones que se anticipan aqui utilizan tampdn(es) adecuado(s), agentes estabilizante(es)
adecuado(s), crioprotector(es) y lioprotector(es) adecuados, agente(s) de volumen y disolvente(s) adecuados, solos
0 en la combinacién adecuada, opcionalmente con otros excipientes adecuados, ademas del conjugado de PEG-
Interferén alfa. Con el fin de preparar las nuevas formulaciones de la presente invencion, se pueden usar varias
combinaciones posibles de los grupos seleccionados de tampones, agentes estabilizantes y crioprotectores como se
describe mas adelante.

Los tampones son convenientes para el mantenimiento del pH del la formulacion. El sistema tamponador que se
puede usar consta de fosfato sédico, succinato sédico, succinato potasico, cloruro de histidina, glicinato sédico y
ademas, ya sean solos o0 en combinacion adecuada, el cual suministra el intervalo de pH adecuado. El intervalo de
pH preferido esté entre 4,5y 7,1, preferiblemente de 6,5 a 7,1 y méas preferiblemente 6,8. Se prefiere el uso de un
sistema tamponador de succinato sddico. La concentracion molar preferida estd en el intervalo desde 0,001 a 0,5
molar. Se podrian usar otros sistemas tamponadores para mantener el pH adecuado.

El término “crioprotectores” generalmente incluye agentes que proporcionan estabilidad a la proteina en el estrés
inducido por congelacion; sin embargo, el término también incluye agentes que suministran estabilidad, p. €j. a las
formulaciones del farmaco a granel durante el almacenamiento del estrés inducido por la no-congelacion. De modo
ilustrativo, los agentes crioprotectores incluyen polioles, e incluyen sacaridos como sacarosa, lactosa, trehalosa, y
manitol, ademas de incluir surfactantes como el polisorbato, o polietllenglicol y demas. El término “crioprotector”
incluye agentes que proporcionan estabilidad a la proteina durante la extraccion de agua en el sistema durante el
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proceso de secado, presumiblemente manteniendo la conformacién apropiada de la proteina a través de enlaces de
hidrégeno. Los agentes crioprotectores pueden tener también efectos lioprotectores; por lo tanto, los términos
“crioprotector” y “lioprotector” se usan aqui de modo intercambiable.

Un agente estabilizante es util en la prevencion de la adsorcion del conjugado de PEG-Interferon alfa al vidrio y a las
superficies de acero inoxidable de los equipamientos del proceso que se usan para fabricar y guardar la formulacion.
Se podrian usar como agentes adecuados de estabilizacion el dodecilsulfato sodico (SDS), polisorbatos (p. €j.,
Polisorbato 20, 40 o 80, ya sea solo o en combinacion). Los ejemplos han de ser de la clase de los derivados de
poli(oxi-1,2-etanodiil). Uno de estos agentes estabilizantes preferidos es el Polietileno 20 Sorbitan Mono-oleato,
Polisorbato 80 (Tween 80) y a una concentracion preferida de 0,01 hasta 1 mg/ml.

La presente invencion no esta limitada solamente a un agente crioprotector especifico o a una cantidad especifica.
El agente crioprotector se podria usar solo 0 en combinaciones adecuadas. En otra realizacion, los agentes
crioprotectores estan presentes en una cantidad desde el 0,05% hasta el 90%, preferiblemente entre 0,05-50% y
mas preferiblemente en una cantidad de 0,15-20%, basado en el peso total de la solucion de PEG-Interferdn alfa. En
un ejemplo especifico, cuando se usa lactosa como agente crioprotector, la concentracion preferida es de 10-10
mg/ml.

El disolvente adecuado para la presente formulacion es el agua, preferiblemente el disolvente puede ser agua de
inyeccion.

Se podrian afiadir excepcionalmente a la formulacion otros excipientes adecuados. Dichos excipientes incluyen
glicina a una concentracién adecuada con el fin de promover la estabilizacién de la formulacion.

Las nuevas formulaciones de los conjugados de PEG-Interferdn alfa se preparan usando combinaciones adecuadas
de tampon, agente estabilizante, agente(s) crioprotector(es) y/o lioprotector(es), opcionalmente con otros excipientes
y apropiadamente liofilizados y almacenados como un polvo seco para ser reconstituido antes de su uso.

Las formulaciones asi preparadas, contienen una cantidad efectiva de conjugados de PEG-Interferén alfa
biolbgicamente activos y Utiles en el tratamiento de varias enfermedades como la Hepatitis B y C y cancer, etc. Se
usan preferiblemente como soluciones acuosas inyectables.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente invencion ilustran los siguientes ejemplos no-limitantes y
el medio de llevar a cabo la invencién con el fin de obtener una dosificacién farmacéutica estable de los conjugados
de PEG-Interferén alfa. Se apreciara que los Ejemplos sean ilustrativos y cualquier otra modificacién/adiciones etc.
como que estén dentro del alcance de las personas expertas en la técnica y estén destinados a ser comprendidos
dentro del alcance de la presente invencion.

Ejemplos

Se prepararon varias formulaciones de proteina PEG-Interfer6n alfa-2b disuelta en tampén succinato sédico en
presencia de lactosa, bajo distintas condiciones experimentales, para su liofilizacion en viales de vidrio con el fin de
obtener una proteina conjugada estable de PEG-Interferén alfa-2b en su composicion. Tras la liofilizacién, se
guardaron las muestras a 5 °C (+3 °C) y se reconstituyeron con agua a distintos periodos de tiempo para su andlisis.
Las muestras reconstituidas se analizaron para determinar claridad visual, contenido proteico, actividad antiviral y
nivel de interferdn libre. En el ensayo antiviral, el conjugado fresco, no-formulado y purificado de PEG-Interferon alfa
presenta una actividad especifica en el intervalo de 0,2 x 10® hasta 0,8 x 10° UI por miligramo de proteina de
interferon.

Ejemplo 1

Se disolvié el conjugado de PEG-Interferon alfa preparado segun técnicas conocidas en la materia en un medio
acuoso que contenia tampon succinato sédico 10 mM a pH 6,8, lactosa (18 mg/ml), y polisorbato 80 (0,1 mg/ml),
como se resume en la Tabla 1.

Tabla 1

Componentes de la formulacién del conjugado de PEG-Interferon alfa sometido a liofilizacién

Componentes Concentraciones
PEG12000-interferén alfa-2b 0,178 mg/ml*
Succinato sédico, pH 6,8 10 mM
Lactosa 18 mg/ml
Polisorbato 80 0,1 mg/ml
Agua purificada 0,7 ml

*Basado en peso de proteina
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La liofilizacion se llevé a cabo mediante la colocacién de la solucidn arriba especificada en envases de vidrio seguido
de la carga de los envases de vidrio en un liofilizador a presion ambiental y a una temperatura entre 10 °C y 30 °C.
Las muestras se congelaron gradualmente de manera controlada y a temperatura entre -40 °C y -50 °C durante un
periodo de 3 a 12 hrs. Después, las muestras se sometieron a un primer secado de manera escalonada durante al
menos 16 hrs a diferentes temperaturas que van desde -45 °C hasta 0 °C, mientras se mantiene una presion de
vacio de 500 mTorr a 50 mTorr. Después de los primeros ciclos de secado, se llevaron a cabo segundos ciclos de
secado durante al menos 6 hrs, bajo vacio a una presién entre 20 y 30 mTorr. Tras la finalizacion de los ciclos de
liofilizacion, se descargaron los envases de vidrio que contenian las pastas liofilizadas a temperatura y presion
ambientales.

Después de la liofilizacién, se recogieron los viales que contenian pasta sin defectos (como pastas colapsadas o
pastas con tapa o pastas contraidas o pastas derretidas de nuevo) y se guardaron a 5 (+_3) °C, hasta su posterior
uso para el andlisis. Las muestras se reconstituyeron con agua para el analisis a distintos periodos de tiempo, como
se especifica en la Tabla 2. Las soluciones reconstituidas se chequearon para determinar claridad visual. La
estabilidad del conjugado de PEG-Interferén alfa en la formulacion liofilizada se evalu6 mediante comparacion del
contenido proteico, la actividad antiviral, y el nivel de interferén libre (grado de depegilacion) presentes en la solucion
antes y después de la liofilizacién (Tabla 2).

Tabla 2

Estabilidad del conjugado de PEG-Interferdn alfa formulado tras liofilizacion

Tiempo Temp. Contenido proteico Potencia ) Claridad
(meses) (+3°C) (ngivial) % inicial (UI/mg) % Humedad % IFN libre Visual
Inicial 125,13 100,1 0,48x10° 1,4 0,63 SC
3 nd nd 0,43x10° 25 1,98 sc
6 S nd nd 0,3x10° nd 2,34 sC
9 119,25 95,4 0,56x10° nd 2,54 SC

nd- no determinado; SC, solucién clara

Ejemplo 2

El conjugado de PEG-Interferdn alfa se disolvio en medio acuoso que contenia tampén succinato sédico 10 mM de
pH 6,8, lactosa (100 mg/ml) y polisorbato 80 (0,1 mg/ml), como se resume en la Tabla 3.

Tabla 3

Componentes de la formulacién del conjugado de PEG-Interferon alfa sometido a liofilizacién

Componentes Concentraciones
PEG12000-interferén alfa-2b 0,178 mg/ml*
Succinato sédico, pH 6,8 10 mM
Lactosa 100 mg/ml
Polisorbato 80 0,1 mg/mi
Agua purificada 0,7 ml

*Basado en peso de proteina

La liofilizacién se llevo a cabo mediante la colocacion de las soluciones arriba especificadas en envases de vidrio en
un liofilizador a presion ambiental y a temperatura entre 10 °C y 30 °C. Las muestras se congelan gradualmente de
forma controlada a presion ambiental y a temperatura entre -40 °C y -55 °C durante un periodo de 3 a 12 hrs.

Después, las muestras congeladas se someten a primeros ciclos de secado a una temperatura entre -35 °C y -45 °C
mientras se mantiene una presién de vacio de 500 mTorr a 50 mTorr. Después de los primeros ciclos de secado, se
llevaron a cabo segundos ciclos de secado durante al menos 6 hrs, bajo vacio a una presion entre 20 y 30 mTorr.
Tras la finalizacion de los ciclos de liofilizacion, se descargaron los envases de vidrio que contenian las pastas
liofilizadas a temperatura y presion ambientales.

Tras la liofilizacién, se recogieron los viales que contenian pasta sin defectos y se guardaron a 5 (+ 3) °C, hasta su
uso para el analisis posterior. Las muestras se reconstituyeron con agua para el analisis a distintos periodos de
tiempo, como se especifica en la Tabla 4. Las soluciones reconstituidas se chequearon para determinar claridad
visual. La estabilidad del conjugado de PEG-Interferén alfa en la formulacion liofiizada se evalué mediante
comparacion del contenido proteico, la actividad antiviral, y el nivel de interferén libre (grado de depegilacion)
presentes en la solucion antes y después de la liofilizacién como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4

Estabilidad del conjugado de PEG-Interferdn alfa formulado tras liofilizacion

Tiempo Temp. Contenido proteico Potencia ) Claridad
(meses) (+3°C) (ngvial) % inicial (Ul/mg) % Humedad % IFN libre Visual
Inicial 123,2 98,6 0,58x10° 0,25 0,84 SC
1 119 95,4 0,35x10° nd 0,69 SC
3 S 116 93 0,72x10° nd 0,79 SC

nd- no determinado; SC, solucién clara

Ejemplo 3

El conjugado de PEG-Interferdn alfa se disolvié a 0,2 mg/ml en medio acuoso que contenia tampon succinato sddico
10 mM de pH 6,8, una mezcla de agentes crioprotectores que comprendia lactosa (57,1 mg/ml) y trehalosa (31,4
mg/ml), y polisorbato 80 (0,1 mg/ml), como se resume en la Tabla 5.

Tabla 5

Componentes de la formulacién del conjugado de PEG-Interferon alfa sometido a liofilizacién

Componentes Concentraciones
PEG2000-interferén alfa-2b 0,178 mg/ml*
Succinato sédico, pH 6,8 10 mM
Lactosa 57,1mg/ml
Trehalosa 31,4 mg/ml
Polisorbato 80 0,1 mg/mi
Agua purificada 0,7 ml

*Basado en peso de proteina

La liofilizacién se llevo a cabo mediante la colocacion de las soluciones arriba especificadas en envases de vidrio en
un liofilizador a presién ambiental y a temperatura entre 10 °C y 30 °C. Las muestras se congelan gradualmente de
forma controlada a presion ambiental y a temperatura entre -40 °C y -55 °C durante un periodo de 3 a 12 hrs.
Después, las muestras congeladas se someten a primeros ciclos de secado a una temperatura entre -35 °C y -45 °C
mientras se mantiene una presién de vacio de 500 mTorr a 50 mTorr. Después de los primeros ciclos de secado, se
llevaron a cabo segundos ciclos de secado durante al menos 6 hrs, bajo vacio a una presion entre 20 y 30 mTorr.
Tras la finalizacion de los ciclos de liofilizacién, los envases de vidrio que contenian las pastas liofilizadas se
descargaron a temperatura y presion ambientales.

Tras la liofilizacién, se recogieron los viales que contenian pasta sin defectos y se guardaron a 5 (+ 3) °C, hasta su
uso para el posterior andlisis. Las muestras se reconstituyeron con agua de andlisis a distintos periodos de tiempo,
como se especifica en la Tabla 6. Las soluciones reconstituidas se chequearon para determinar su claridad visual.
La estabilidad del conjugado de PEG-Interfer6n alfa en la formulacion liofilizada se evalué mediante comparacion del
contenido proteico, la actividad antiviral, y el nivel de interferén libre (grado de depegilacion) presentes en la solucion
antes y después de la liofilizacion como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6

Estabilidad del conjugado de PEG-Interferdn alfa formulado tras liofilizacion

Tiempo Temp. Contenido proteico Potencia ) Claridad
(meses) (+3°C) (ngvial) % inicial (Ul/mg) % Humedad % IFN libre Visual
Inicial 123,2 98,56 0,72x10° 0,23 0,91 SC
1 115,18 92,2 0,5x10° nd 0,78 sC
3 S 118,7 95 0,51x10° nd 0,92 SC

nd- no determinado; SC, solucién clara

Ejemplo 4

El conjugado de PEG-Interferon alfa se disolvié en medio acuoso que contenia tampon succinato sodico 10 mM de
pH 6,8, lactosa (40 mg/ml), trehalosa (16 mg/ml), glicina (1,05 mg/ml) y polisorbato 80 (0,1 mg/ml), como se resume
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enla Tabla 7.

Tabla 7

Componentes de la formulacion del conjugado de PEG-Interferdn alfa sometido a liofilizacion

Componentes Concentraciones
PEG12000-interferén alfa-2b 0,178 mg/ml*
Succinato sédico, pH 6,8 10 mM
Lactosa 40 mg/mi
Trehalosa 16 mg/ml
Glicina 1,05 mg/ml
Polisorbato 80 0,1 mg/mi
Agua purificada 0,7 ml

*Basado en peso de proteina

Se llevd a cabo la liofilizacion mediante la colocacion en un liofilizador de las soluciones arriba especificadas en
envases de vidrio a presiéon ambiental y a temperatura entre 10 °C y 30 °C. Las muestras se congelan gradualmente
de forma controlada a presién ambiental y a temperatura entre -40 °C y -55 °C durante un periodo de 3 a 12 hrs.
Después, las muestras congeladas se someten a primeros ciclos de secado a una temperatura entre -35 °C y -45 °C
mientras se mantiene una presion de vacio de 500 mTorr a 50 mTorr. Después de los primeros ciclos de secado, se
llevaron a cabo segundos ciclos de secado durante al menos 6 hrs, bajo vacio a una presion entre 20 y 30 mTorr.
Tras la finalizaciéon de los ciclos de liofilizacién, los envases de vidrio que contenian las pastas liofilizadas se
descargaron a temperatura y presion ambientales.

Tras la liofilizacion, se recogieron los viales que contenian pasta sin defectos y se guardaron a 5 (+ 3) °C, hasta su
uso para el posterior andlisis. Las muestras se reconstituyeron con agua de analisis a distintos periodos de tiempo,
como se especifica en la Tabla 8. Las soluciones reconstituidas se chequearon para determinar su claridad visual.
Se evalug la estabilidad del conjugado de PEG-Interferdn alfa en la formulacién liofilizada mediante comparacién del
contenido proteico, la actividad antiviral, y el nivel de interferdn libre (grado de depegilacion) presentes en la solucion
antes y después de la liofilizacion como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8

Estabilidad del conjugado de PEG-Interferdn alfa formulado tras liofilizacion

Tiempo Temp. Contenido proteico Potencia ) Claridad
(meses) (+3°C) (ngivial) % inicial (Ul/mg) % Humedad % IFN libre Visual
Inicial 124,2 99,4 0,48x10° 1,96 0,84 SC
3 nd nd 0,26x10° 2,43 1,61 sC
6 5 nd nd 0,45x10° nd 1,87 sC
9 122,2 97,8 0,85x10° 2,33 2,20 SC

nd- no determinado; SC, solucién clara

Ejemplo 5

El conjugado de PEG-Interferén alfa, a 0,2 mg/ml, se disolvi6 en medio acuoso que contenia tampodn succinato
sodico 10 mM de pH 6,8, lactosa (57,1 mg/ml), trehalosa (22,8 mg/ml) y polisorbato 80 (0,1 mg/ml), y adicionalmente
con glicina (1,05 mg/ml) como se resume en la Tabla 9.
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Tabla 9

Componentes de la formulacion del conjugado de PEG-Interferdn alfa sometido a liofilizacion

Componentes Concentraciones

PEG12000-interferén alfa-2b 0,143 mg/ml*
Succinato sédico, pH 6,8 10 mM
Lactosa 57,1 mg/ml
Trehalosa 22,8 mg/ml
Glicina 1,05 mg/ml
Polisorbato 80 0,1 mg/mi
Agua purificada 0,7 ml

*Basado en peso de proteina

Se llevd a cabo la liofilizacion mediante la colocacion en un liofilizador de las soluciones arriba especificadas en
envases de vidrio a presion ambiental y a una temperatura entre 10 °C y 30 °C. Las muestras se congelan
gradualmente de forma controlada a presién ambiental y a temperatura entre -40 °C y -55 °C durante un periodo de
3 a 12 hrs. Después, las muestras congeladas se someten a primeros ciclos de secado a una temperatura entre -35
°C y -45 °C mientras se mantiene una presién de vacio de 500 mTorr a 50 mTorr. Después de los primeros ciclos de
secado, se llevaron a cabo segundos ciclos de secado durante al menos 6 hrs, bajo vacio a una presion entre 20 y
30 mTorr. Tras la finalizacion de los ciclos de liofilizacion, los envases de vidrio que contenian las pastas liofilizadas
se descargaron a temperatura y presion ambientales.

Tras la liofilizacion, se recogieron los viales que contenian pasta sin defectos y se guardaron a 5 (+ 3) °C, hasta su
uso para el posterior andlisis. Las muestras se reconstituyeron con agua de andlisis a distintos periodos de tiempo,
como se especifica en la Tabla 10. Las soluciones reconstituidas se chequearon para determinar su claridad visual.
Se evalug la estabilidad del conjugado de PEG-Interferén alfa en la formulacion liofilizada mediante comparacion del
contenido proteico, la actividad antiviral, y el nivel de interferdn libre (grado de depegilacion) presentes en la solucion
antes y después de la liofilizacion como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10

Estabilidad del conjugado de PEG-Interferdn alfa formulado tras liofilizacion

Tiempo Temp. Contenido proteico Potencia ) Claridad
(meses) (+3°C) (ngivial) % inicial (UI/mg) % Humedad % IFN libre Visual
Inicial 100,7 100,7 0,48x10° 1,16 3,23 SC
3 nd nd 0,24x10° nd 2,28 sc
6 5 94,3 94,3 0,38x10° nd 3,20 sC

nd- no determinado; SC, solucidn clara

El IFN libre arriba indicado se determiné mediante analisis HP-SEC de todas las muestras.

Las nuevas formulaciones de los conjugados liofilizados y estabilizados de PEG-Interferén alfa descritos en la
presente invencidn poseen las siguientes ventajas.

1.  Suponen una simplicidad operacional.

2. Implican el uso de agentes crioprotectores y/o lioprotectores, los cuales son menos higroscopicos en la
naturaleza.

3. Proporcionan una mejor solidez fisica a la formulacién liofilizada.

4. Todos los factores arriba descritos contribuyen a la rentabilidad del proceso de esta invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién que comprende conjugados de PEG-Interferdn alfa, un tampén, un agente estabilizante, un
agente crioprotector y un disolvente, en la que dicho tampén se selecciona a partir de fosfato sodico, succinato
sadico, succinato potasico, cloruro de histidina, glicinato sédico ya sea solo o en combinacion, y en el que el agente
crioprotector es lactosa.

2. Una formulaciéon como se reivindica en la reivindicacion 1, donde el agente estabilizante se selecciona a
partir de dodecilsulfato sédico, o polisorbatos adecuados..

3. Una formulacién como se reivindica en las reivindicaciones 1y 2, donde el polisorbato se selecciona a partir
de Polisorbato 20, 40 o 80.

4, La formulacion como se reivindica en las reivindicaciones del 1 al 3, donde el agente crioprotector
comprende ademas trehalosa.

5. La formulacion como se reivindica en las reivindicaciones precedentes, donde la concentracién de dichos
conjugados de PEG-Interferon alfa es de 0,03 a 2,0 mg de interferén por mililitro.

6. La formulacion como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho tamp6n
es succinato sédico.

7. La formulacién como se reivindica en la reivindicacion 6, donde la concentracion del tampdn succinato
sbdico estéa en el intervalo de 0,001 a 0,5 molar.

8. La formulaciéon como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el intervalo de
pH de dicha formulacion esta en el intervalo de 4,0 a 6,8.

9. La formulacién como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, dicho agente
estabilizante esta presente en una concentracion de 0,01 a 1,0 mg/ml.

10. La formulacibn como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la
concentracion del agente crioprotector esta entre 10-100 mg/ml.

11. La formulacion como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho
disolvente es el agua.

12. La formulacion como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la composicién
comprende ademas glicina.

13. La formulacién como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dichos
conjugados de PEG-Interfer6n alfa comprenden predominantemente moléculas individuales de PEG conjugadas con
moléculas individuales de interferon alfa.

14. La formulacion como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dichas
moléculas de interferon alfa se seleccionan del grupo que consiste en interferon alfa-2a, interferén alfa-2b, interferén
alfa-2c y sus variantes apropiadas.

15. La formulacion como se reivindica en la reivindicacion 14 precedentes, donde dichas moléculas de
interferon alfa son interferén alfa-2b.

16. Un proceso de liofilizacion de la formulacion como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, para obtener un polvo liofilizado.

17. Una formulacion liofilizada preparada de acuerdo con el proceso de la reivindicacion 16.

18. La formulacion de la reivindicacion 17 donde el polvo liofilizado se reconstituye con agua.
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