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DESCRIPCION
Estabilizacion de composiciones acuosas de proteinas con tampones de desplazamiento
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a la estabilidad de proteinas, particularmente a la estabilidad de proteinas en sistemas
acuosos, por ejemplo en disolucion acuosa o en forma de gel acuoso.

Antecedentes de la invencion

Muchas proteinas, por ejemplo, las enzimas, anticuerpos o proteinas terapéuticas son inestables, y son susceptibles
de una degradacion estructural y consiguiente pérdida de actividad mientras se almacenan, particularmente en
disoluciones acuosas. Los procesos implicados en la degradacion de las proteinas pueden dividirse en fisicos (es
decir, procesos que afectan a las interacciones no covalentes, tales como pérdida de estructura cuaternaria, terciaria
0 secundaria, agregacion, adsorcion superficial) y quimicos (es decir, procesos que implican un cambio covalente
tales como desamidacion, oxidacion, intercambio de disulfuro, etc.). Las velocidades de los procesos de degradacion
son proporcionales a la temperatura. Las proteinas son por lo tanto generalmente mas estables a temperaturas mas
bajas.

En general, las proteinas son mas estables en ausencia de agua. Las proteinas mas comerciales se formulan por lo
tanto como polvos liofilizados. Una formulacién de proteina comercial liofilizada tipica comprende siempre un
tampon, tal como tampdn de fosfato, y uno o mas aditivos. Los aditivos pueden incluir uno o mas de los siguientes:

. Agentes de carga: Tipicamente azucares o alditoles, tales como sorbitol o manitol.

° Estabilizantes: tipicamente azicares de reemplazo de agua, tales como trehalosa o sacarosa, que pueden
proteger la estructura de la proteina durante la liofilizacion.

. Modificadores de la tonicidad: Tipicamente sales inorganicas y aminoacidos (comunmente glicina o
arginina). Estos excipientes se usan para ajustar la fuerza ionica. La fuerza idnica es a menudo un parametro
importante de la formulacién de la proteina tanto durante el procedimiento de liofilizacién como en la aplicacién
especifica de la proteina después de la reconstitucion.

. Tensioactivos: Pueden ser eficaces para impedir la adsorcion de las proteinas sobre superficies sélidas,
agregacion inducida por agitacion y dafio durante la liofilizacion.

Se conocen algunas proteinas que se formulan en disoluciones. Histéricamente, esto reduce considerablemente el
coste de produccién a expensas de una baja estabilidad. Las disoluciones acuosas de proteinas se formulan a
menudo en una etapa temprana de desarrollo de un producto de proteina, durante la cual las exigencias de
estabilidad no son tan estrictas como las del producto final. Tipicamente, las disoluciones acuosas de proteinas
tienen que almacenarse estrictamente a 4°C. En la mayor parte de los casos, la degradacion estructural y pérdida de
actividad se producen incluso a esta temperatura durante un periodo de almacenamiento. La estabilidad de
formulaciones acuosas puede mejorarse mediante congelacion, pero en algunos casos el ciclo de congelacion-
descongelacién puede contribuir al dafio de la proteina.

Una disolucién acuosa de proteina tipica se formula en un tampén convencional, lo mas cominmente en tampén de
fosfato de pH 6,8 - 7,3, aunque también se usan otros tampones, tales como HEPES, TRIS, carbonato o citrato. Las
formulaciones pueden comprender también uno o mas de los siguientes aditivos:

. Modificadores de la tonicidad: tipicamente sales inorganicas y aminoacidos (comunmente glicina o
arginina). Estos excipientes se usan para ajustar la fuerza iénica, un parametro importante de la formulacion de la
proteina.

° Tensioactivos: pueden ser eficaces para impedir la adsorcién de las proteinas sobre superficies sélidas o la
agregacion inducida por agitacion.

° Estabilizantes: tipicamente azicares de reemplazo de agua, tales como trehalosa o sacarosa.

Estos son conocidos por afectar el punto de fusion de las proteinas y pueden por lo tanto mejorar la estabilidad de
las proteinas.

Como se ha mostrado anteriormente, la naturaleza de los aditivos en formulaciones comerciales de proteinas puede
variar. Sin embargo, la caracteristica comun de las formulaciones comerciales de proteinas tanto en formato seco
como acuoso es la presencia de un tampoén. Se necesita un tampén para mantener el pH de la formulaciéon cercano
a un valor dado. Muchas proteinas comerciales se formulan en tampoén de fosfato a un pH cercano a 7. En algunos
casos, pueden usarse otros tampones y otros pH. Formular a un pH separado de 7 esta determinado tipicamente
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por la necesidad de aumentar la solubilidad de las proteinas, lo que puede lograrse a un pH separado del punto
isoeléctrico de la proteina.

La eleccion del tampdn para formular proteinas sigue las reglas bien definidas de los equilibrios acido-base y la
teoria de acido-base de Bransted-Lowry. Los equilibrios acido-base se refieren al intercambio de protones (H'; a los
que también se hace referencia como cationes de hidrogeno) entre dos especies quimicas. Mientras que se hace
referencia a la especie que dona el protén como el acido, se hace referencia a la especie que acepta el protén como
la base. Asi, en el siguiente proceso reversible,

HA+B 2HB+A

HA actia como acido y B™ actia como base. En el sentido opuesto HB actua como acido y A- actiia como base. La
capacidad de un compuesto para donar o aceptar protones se expresa mediante la constante de disociacion K,, que
describe el equilibrio entre la forma protonada y desprotonada de un compuesto en disolucidon acuosa, como sigue:

HX + H20 2 H:0" + X
Keq=[H3O][XT/[HX][H20]
Ya que [H20] = constante = 55,5 M entonces:
Ka = Keg[H20]=[H3O"][XV/[HX]
pKa = -log Ka

El pKa de cualquier especie es funcién de la temperatura. Mientras que en muchos casos, tales como con fosfato,
citrato o acetato, la dependencia de la temperatura es pequefia, algunos tampones (tales como TRIS/HCI) muestran
un cambio de pKj, tanto como 0,03 unidades por °C.

El grado de protonacion de una especie quimica con un valor de pK, dado depende del pH de la disolucién. Si pH =
pKa de la especie en cuestion, entonces 50% de la especie existe en forma protonada y el restante 50% en forma
desprotonada. Si el pH es una unidad inferior al pKs entonces 90% de la especie existe en forma protonada y 10%
en forma desprotonada. De manera similar, si el pH es una unidad superior al pK, entonces 10% de la especie existe
en forma protonada y 90% en forma desprotonada. Aunque el tanto por ciento de las formas protonada y
desprotonada de un compuesto permanece constante mientras que el pH y la temperatura son constantes, esto es
resultado de un equilibrio dinamico entre el compuesto y las moléculas que lo rodean. En otras palabras, hay un
intercambio dinamico continuo de protones entre las especies acido-base en un sistema, mientras que el estado total
de protonacion de cada especie en la disolucidon se mantiene constante.

Donando o aceptando protones en el intervalo de pH en torno a su pK,, la especie actia como tampon. La presencia
de un tampoén da como resultado de este modo en pequefios cambios de pH si un acido o una base se afiade a la
disolucioén. La especie ejerce una capacidad maxima de tamponamiento a pH = pKj, y su capacidad para mantener
el pH desciende segun el pH se aleja del pKa.

La eleccion del tampon apropiado depende generalmente del pH que se necesita. La regla generalmente aceptada
es que el pKay del tampdén no debe separarse mas de una unidad del pH que se necesita para actuar como un
tampon eficaz. Preferiblemente, sin embargo, el pK, esta dentro de un intervalo de 0,5 unidades separado del pH
que se necesita, para aumentar al maximo la capacidad de tamponamiento de la especie. Lo mas preferiblemente, el
pKa del tampdn es igual al pH que se necesita de la disolucion. En este caso, la proporcion de la forma protonada y
la forma desprotonada del tampon son 50% respectivamente, y su capacidad de tamponamiento se utiliza en toda su
extension. Tal disolucién es entonces la mas eficazmente protegida frente a los cambios de pH, tanto en el sentido
acido como en el alcalino.

El documento de patente EP 1314437 describe una composicién acuosa que comprende un anticuerpo e histidina, a
pH 7,1. Esta composicién se dice que es estable con respecto a la agregacion. La descripcion posterior sugiere que,
para usarse, debe afiadirse un tampon.

El documento de patente PCT/GB2006/002470 describe un sistema acuoso que comprende una proteina y uno o
mas agentes estabilizantes. Los agentes estabilizantes tienen grupos ionizables, capaces de intercambiar protones
con la proteina y con el producto ionizado de la disociacion del agua. Los grupos ionizables incluyen primeros
grupos que estan cargados positivamente cuando estan protonados y sin carga cuando estan desprotonados, y
segundos grupos que estan sin carga cuando estan protonados y cargados negativamente cuando estan
desprotonados. El pH de la composicion esta dentro de un intervalo de estabilidad de proteina que es al menos 50%
de la estabilidad maxima de la proteina con respecto al pH; alternativamente, el pH de la composiciéon es no superior
a 0,5 unidades mas o menos que el pH al que la composicién tiene una estabilidad maxima con respecto al pH. La
descripcion esta basada en la observacion que, aunque existe invariablemente un intervalo de valores de pH para
los que una composicion es relativamente estable, la presencia de ciertos excipientes es deseable. Se declara que
puede anadirse un tampon.
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El documento de patente EP 884053 describe una formulacién de insulina monomérica estabilizada frente a la
agregacion, en la que el agente tamponante es TRIS o arginina.

El documento de patente US 4476118 describe una disoluciéon de insulina con una estabilidad mejorada que
contiene iones de cinc.

Sin embargo, existe una necesidad de mejorar la estabilidad de disoluciones acuosas de proteinas.
Sumario de la invencion

La presente invencion esta basada en el descubrimiento de que los tampones con un pKa al, o cerca del, pH de la
disolucién son indeseables, cuando se considera la estabilidad de la proteina con respecto al pH. Mas bien, la clave
de la presente invencion es la elecciéon del pH apropiado mientras que se reduce al minimo la capacidad de la
proteina para intercambiar iones. Diversos aspectos de la invencion se definen en las reivindicaciones.

La invencion se refiere a un recipiente hermético que comprende una composicidon acuosa que comprende una
proteina y dos tampones de desplazamiento, en la que un tampén de desplazamiento tiene un pKa que es al menos
1 unidad mayor que el pH de la composicion, y un tampén de desplazamiento tiene un pKa que es al menos 1
unidad inferior al pH de la composicion, fijandose dicho pH de la composicion a un valor al que la composicion tiene
una estabilidad maxima medible con respecto al pH, en la que uno de los tampones es TRIS, con la condicién de
que dicha composicién contenga no mas de 2 mM de un tampdn convencional con un pKa que esté dentro de una
unidad de pH del pH de la composicion, y en la que cada tampén de desplazamiento esté presente a una
concentracion de 2 a 200 mM.

Manteniendo una proteina a un pH adecuado, al valor o cerca del valor al que la estabilidad medible es maxima, en
la ausencia de un tampdn convencional, la estabilidad durante el almacenamiento de la proteina puede aumentar
sustancialmente. La estabilidad durante el almacenamiento puede mejorarse adicionalmente de manera general,
posiblemente de manera sustancial, mediante el uso de aditivos con valores de pKa que estén de 1 a 5 unidades
separados del pH de la composicion en el intervalo de temperaturas previsto de almacenamiento de la composicion.
La presencia de estos aditivos también mejora la estabilidad al pH de la formulacién, y es generalmente preferida.

De acuerdo con la presente invencion, la composicion de proteina no comprende un tampoén convencional en una
cantidad significativa. En otras palabras, la composicién de proteina contiene menos que una cantidad significativa
del tampoén convencional. Los tampones convencionales se aplican tipicamente en composiciones de proteinas a
concentraciones de 2-200 mM, mas tipicamente a una concentracion de 5 - 50 mM y lo mas tipicamente a una
concentracion de aproximadamente 20 mM. La expresiéon "tampon convencional" se define por lo tanto en la
presente memoria como cualquier especie quimica con un pK, separado menos de una unidad, pero preferiblemente
menos de 0,5 unidades del pH de la composicion, medido en el intervalo de temperaturas previsto de
almacenamiento de la composicién, que posee una capacidad de tamponamiento para la proteina. La expresion
"menos que una cantidad significativa" significa que el tampén convencional esta presente en la composicion a una
concentracion inferior a 2 mM.

La composicion contiene dos aditivos capaces de incluirse en equilibrios acido-base con valores de pKs al menos 1
unidad por debajo del pH de la composicion, y con valores de pKs al menos 1 unidad por encima del pH de la
composicion. Como se usa en la presente memoria, también se hace referencia a una o mas unidades por encima o
por debajo del pH de la composicion en la presente memoria como 1 o mas unidades "separadas" del pH de la
composicion. Tales aditivos pueden proteger la composicién de desplazamientos significativos de pH hacia valores
acidos (si el pKs es inferior al pH de la composicion) y hacia valores alcalinos (si el pK, es superior al pH de la
composicion).

Tales aditivos estan adecuadamente presentes en una cantidad tal que la molaridad de cada aditivo es de 2 mM a
200 mM, lo mas preferiblemente de 5 mM a 100 mM. En una realizacion, dos aditivos estan presentes a una
concentracion de 2 mM a aproximadamente 200 mM, mas preferiblemente a una concentracion desde
aproximadamente 5 mM hasta aproximadamente 100 mM.

Aparte de los aditivos capaces de intercambiar protones con dicha proteina, la composicién puede contener otros
excipientes para satisfacer los requisitos para el uso previsto de la formulacion. Los ejemplos de tales excipientes
incluyen sales inorganicas para ajustar la fuerza ionica, tensioactivos para reducir al minimo la adsorcion superficial
de las proteinas, conservantes para mantener la composicion en condicion estéril, un agente quelante para formar
complejos con metales o un inhibidor de la proteasa para asegurar que la proteina no sea digerida lentamente por la
actividad de proteasa presente en la muestra. Otro aditivo que puede usarse es un polialcohol, por ejemplo, a una
concentracion de al menos 0,5%, y tipicamente hasta 5% (p/p). Los ejemplos de tales compuestos son sacaridos
tales como sacarosa o trehalosa, o alditoles tales como inositol, lactitol, manitol o xilitol.

La proteina que esta estabilizada de acuerdo con la invencion, puede estar en forma microbiolégicamente estéril, y
esta contenida o almacenada de manera practica en un recipiente estéril hermético tal como un vial, jeringa o
capsula, y almacenada a una temperatura deseada.
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Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una grafica que muestra las concentraciones relativas de las especies tamponantes de un tampon
convencional (A) y tampones desplazados (B1 y B2) en un sistema hipotético para tamponar una composiciéon a pH
7. pKa(A) = 7, pKa(B1) = 5, pKa(B2) = 9. La lineas de puntos muestran la concentracion relativa de las formas
desprotonadas de los tampones (es decir, la forma capaz de impedir cambios de pH a valores acidos); las lineas
completas muestran la concentracion relativa de las formas protonadas de los tampones (es decir, la forma capaz de
impedir cambios de pH a valores alcalinos).

La figura 2 es una curva de valoracion de la composicion que comprende o un tampon convencional a 20 mM (pKa
7) o dos tampones de desplazamiento, (pKa 5 y pKa 9), ambos a una concentracion de 20 mM. La valoracion acida
se expresa como adicién negativa de aniones de hidroxido.

La figura 3 es una curva de valoracion de la composicion que comprende o un tampon convencional a 20 mM (pKa
7) o dos tampones de desplazamiento, (pKa 5 y pKa 9), ambos a una concentracion de 100 mM.

Descripcion detallada de la invenciéon

Se apreciara que esta invencion se refiere a la estabilidad de proteinas, particularmente a la estabilidad de proteinas
en un entorno acuoso, por ejemplo, en una disolucién acuosa o en forma de gel acuoso, y concierne a la estabilidad
durante el almacenamiento de las proteinas, por ejemplo, la estabilidad con el tiempo, que incluye la estabilidad a
temperatura ambiente (aproximadamente 20°C) y superior.

La expresion "proteina" se usa en la presente memoria para incluir moléculas o complejos moleculares que
consisten en un unico polipéptido, moléculas o complejos moleculares que comprenden dos o mas polipéptidos y
moléculas o complejos moleculares que comprenden uno o mas polipéptidos junto con uno o mas restos no
polipeptidicos, tales como grupos prostéticos, cofactores, etc. La expresion "polipéptido" esta prevista para incluir
polipéptidos que comprenden restos que no son aminoacidos unidos de manera covalente, tales como polipéptidos
glucosilados, lipoproteinas, etc. En particular, la invencion se refiere a moléculas con una o mas actividades
biolégicas de interés, actividad o actividades que dependen de manera critica de la retencion de una estructura
tridimensional particular o natural en al menos una parte critica de la molécula o complejo molecular.

La presente invencion permite que se hagan mejoras en la estabilidad durante el almacenamiento de proteinas,
seleccionando un pH apropiado de la composicién sin el uso de un tampén convencional. La expresion "tampon
convencional" se usa en la presente memoria para incluir cualquier compuesto que posea una capacidad de
tamponamiento cuando esta presente en la composicién con un pK, separado menos de una unidad del pH, pero
preferiblemente separado menos de 0,5 unidades, lo mas preferiblemente con pK, = pH. Tanto los valores de pKa
como de pH usados en esta definicion son los medidos en el intervalo de temperaturas del almacenamiento previsto
de la composicion de proteina.

Los tampones convencionales estan tipicamente presentes en composiciones de proteinas a concentraciones de 2-
200 mM, mas tipicamente a una concentraciéon de 5 - 50 mM y lo mas tipicamente a una concentracion de
aproximadamente 20 mM. Tales concentraciones de tampones convencionales pueden asegurar una estabilidad
razonable de pH, y se puede hacer referencia a ellas por lo tanto como concentraciones significativas con respecto a
su accién tamponante. Por lo tanto, aparte de la especificacion anterior en términos de su pKa, la expresion "tampon
convencional" comprende adicionalmente un aspecto de "concentracion significativa" caracterizado porque dicho
tampon convencional esta presente a una concentracion que es significativa con respecto a una accién tamponante
razonable. En otras palabras, una concentracion significativa de un tampon convencional es la concentracion en la
que el tampdn convencional proporciona el mecanismo de tamponamiento predominante del sistema.

La presente invencion surgié de un analisis de los efectos de especies quimicas capaces de intercambiar protones
en la estabilidad de las proteinas, y el desarrollo posterior de un modelo que permite la seleccién de condiciones que
aseguran una buena estabilidad a largo plazo de proteinas. El analisis revelé que la presencia de especies acido-
base que estan cerca de 50% de estado de protonacion es perjudicial para la estabilidad de las proteinas, como se
determina por analisis funcionales o analisis estructurales. Por definicion, esto significa que la presencia de
tampones convencionales, especialmente a altas concentraciones, puede ser perjudicial para la estabilidad de la
proteina. Parece que, antes de la presente invencion, el efecto adverso de los tampones convencionales sobre la
estabilidad durante el almacenamiento de las proteinas no se habia apreciado.

Algo de capacidad de tamponamiento limitada puede derivarse de la misma proteina, especialmente en el intervalo
de pH de 4,0 a 6,5, debido a las cadenas laterales de acido aspartico, acido glutamico e histidina. En algunos casos,
especialmente a mayores concentraciones de proteinas (> 20 mg/ml) esto podria ser suficiente para mantener el pH
que se necesita, especialmente en una composiciéon estéril en la que los cambios espontaneos de pH son
improbables. De acuerdo con la invencion, puede usarse uno o mas excipientes o aditivos para mantener el pH que
se necesita o reducir al minimo los cambios de pH. A esto se puede hacer referencia como "tamponamiento
desplazado”, y esta basado en la adicion de excipientes a la composicion de proteina con valores de pKj, fuera del
intervalo convencional de tamponamiento, preferiblemente excipientes con pK, aproximadamente de 1 a 4 unidades
por encima o por debajo del pH de la composicion. Aunque el "tamponamiento desplazado" no puede asegurar una
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fuerte capacidad tamponante al pH que se necesita, comparable con el tampdn convencional, puede impedir todavia
fluctuaciones significativas de pH lejos del valor que se necesita. La diferencia entre tamponamiento convencional y
tamponamiento desplazado se muestra en la figura 1. La grafica muestra las concentraciones relativas de las
especies tamponantes de un tampén convencional (A) y tampones desplazados (B1 y B2) en un sistema hipotético
tamponado a pH 7. La lineas de puntos muestran la concentracién relativa de las formas desprotonadas de los
tampones (es decir, la forma capaz de impedir cambios de pH a valores acidos); las lineas completas muestran la
concentracion relativa de las formas protonadas de los tampones (es decir, la forma capaz de impedir cambios de
pH a valores alcalinos). La concentracion de las especies tamponantes sobre el lado tanto acido como alcalino
refleja la capacidad tamponante del tampdén. El tampdn convencional (en este caso un compuesto con pK, = 7) es lo
mas eficaz para mantener el pH 7 que se necesita. Los dos tampones de desplazamiento (en este caso compuestos
con pK, dos unidades por encima y dos unidades por debajo del pH que se necesita) ejercen una capacidad de
tamponamiento minima a pH 7, pero su capacidad de tamponamiento aumenta segun el pH se aleja de 7. Asi,
aunque estas especies son bastante ineficaces en impedir pequefias influencias en torno al pH que se necesita,
pueden impedir fluctuaciones mayores lejos del pH que se necesita. La capacidad de los tampones de
desplazamiento para mantener el pH separado de sus valores de pKa respectivos aumenta con su concentracion,
como se muestra en la figura 1.

La curva de valoracién de la composicion valorada con una base (OH") o un 4cido (H30") se muestra en la figura 2.
En este modelo de ejemplo el pH objetivo es 7, y se muestra la valoracion de una composicion que comprende 20
mM de un tampén convencional (pKa 7) y una combinacion de dos tampones desplazados (pKa 5 y pKa 9), cada uno
a una concentracion de 20 mM. Las curvas de valoracién son tedricas, basadas en los valores de pK, y
concentraciones de las especies presentes, y en la asuncidon que ningun otro componente de la composicion
contribuye al tamponamiento de la composicion.

Debido a una capacidad tamponante limitada de los tampones desplazados en el pH objetivo, la pendiente de la
curva de valoracion en el pH objetivo (es decir, 7 en este modelo de ejemplo) en la composicién que contiene el
tampon convencional es considerablemente menos inclinada cuando se compara con la que contiene la
combinacion de tampones desplazados. Por lo tanto, la adicion de la misma cantidad de NaOH provocara un cambio
de pH diferente en presencia de tampdn convencional cuando se compara con la de en presencia de tampones de
desplazamiento de la misma concentracion. Asi, en el modelo de ejemplo que se muestra en la figura 2 (en la que el
pKa del tampdn convencional es precisamente el mismo que el pH 7 objetivo), la adicion de NaOH 5 mM (es decir, la
adicion de NaOH a la composicion, lo que da como resultado un aumento de concentraciéon de 5 mM de cationes de
Na® en la composicién) aumentara el pH de 7,0 a 7,48 en presencia de tampén convencional (20 mM) y a 8,55 en
presencia de tampones de desplazamiento (ambos a 20 mM).

Sin embargo, un experto en la técnica apreciara que la eficacia de tamponamiento del tampén desplazado en el pH
objetivo puede aumentarse aumentando la concentracion de los tampones desplazados. Esto se ilustra en la figura 3
para un tampén convencional de 20 mM y una combinacién de tampones desplazados (pKa 5 y pKa 9), cada una a
una concentracion de 100 mM (comparese con la figura 2, en la que se ilustra la misma situacion para tampones
desplazados de 20 mM). De manera similar, la eficacia de tamponamiento del tampén convencional es proporcional
a la concentracion del tampén.

La eficacia de tamponamiento depende de la pendiente de la curva de valoracion en el pH objetivo. Cuanto menor
sea la pendiente se logra una mejor eficacia de tamponamiento. La pendiente de las curvas de valoracion en los
modelos de ejemplo anteriores en el pH objetivo (es decir, pH 7) es aproximadamente como sigue:

dpH

- - , .
o] 0,017 mM™ en el caso de tampdn convencional (100 mM)

GH_ = 0,087 mM

d[OH']

en el caso de tampones convencionales (20 mM)

% = 0,349 mM™ en el caso de tampdn convencional (5 mM)
% = 0,222 mM" en el caso de tampones de desplazamiento (cada uno a 100 mM)
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% = 1,111 mM™ en el caso de tampones de desplazamiento (cada uno a 20 mM)
dpH _ -1 .
d[(fﬂ,] = 4,369 mM" en el caso de tampones de desplazamiento (cada uno a 5 mM)

Asi, aunque en general la eficacia de tamponamiento de los tampones desplazados es considerablemente inferior en
el caso de tampones de desplazamiento comparada con la de los tampones convencionales, puede compensarse
aumentando la concentracion de los tampones desplazados. Por ejemplo, la eficacia de tamponamiento de los
tampones desplazados (pKa 5 y 9) a concentraciones de 100 mM, da como resultado una mejor eficacia de
tamponamiento cuando se compara con la que se logra mediante un tampoén convencional (pKa 7) a una
concentracion de 5 mM.

Una realizacion de la presente invencion incluye una composicion de proteina que esta "tamponada esencialmente”
por el tampdn de desplazamiento. Esto significa que la pendiente de la curva de valoracion

dpH
(d[OH'])

en el pH de almacenamiento de la composicion producida por todos los grupos ionizables de la composicion con pK,
separado al menos una unidad del pH de la composicién es sustancialmente inferior a la de la producida por todos
los grupos ionizables de la composicion con pKa separado menos de una unidad del pH de la composicién. Esto
significa que el tampdn de desplazamiento contribuye sustancialmente mas al tamponamiento de pH de la
composicion que el tampoén convencional. La pendiente de la curva de valoracion

dpH
(d[OH'])

en el pH de almacenamiento de la composicion producida por todos los grupos ionizables de la composicion con pKa
separado al menos una unidad del pH de la composicion debe ser al menos dos veces inferior, preferiblemente 5
veces inferior, lo mas preferiblemente 10 veces inferior, a la de la producida por todos los grupos ionizables de la
composicion con pKa separado menos de una unidad del pH de la composicion.

Un experto en la técnica sera capaz de determinar la pendiente de las curvas de valoracién teéricamente basandose
en las concentraciones de todos los grupos ionizables en la composicion y en sus pK,. Alternativamente, la
pendiente de las curvas de valoracion puede confirmarse experimentalmente midiendo la curva de valoracién en dos
composiciones en las que los compuestos con grupos ionizables con pKa separados menos de una unidad y mas de
una unidad del pH de la composicién estan separados.

En una realizacién, la composicion de proteina del recipiente hermético de la invencién comprende dos tampones de
desplazamiento que comprenden al menos un tampoén de desplazamiento con un pKa que es al menos 1,5 unidades
mayor que el pH de la composicién a la temperatura deseada, y al menos un tampén de desplazamiento con un pKa
que es al menos 1,5 unidades inferior al pH de la composicion a la temperatura deseada. En una realizacion, la
composicion de proteina del recipiente hermético de la invencién comprende dos tampones de desplazamiento que
comprenden al menos un tampon de desplazamiento con un pKa que es al menos 2 unidades mayor que el pH de la
composicion a la temperatura deseada, y al menos un tampon de desplazamiento con un pKa que es al menos 2
unidades inferior al pH de la composicioén a la temperatura deseada.

En una realizacién, la composicion de proteina del recipiente hermético de la invencién comprende dos tampones de
desplazamiento en los que cada tampdn de desplazamiento tiene un pKa desde aproximadamente 1 unidad hasta
aproximadamente 5 unidades del pH al que la proteina tiene estabilidad a la temperatura deseada. En una
realizacion, la composicion de proteina del recipiente hermético de la invencién comprende dos tampones de
desplazamiento en los que cada tampdn de desplazamiento tiene un pKa desde aproximadamente 1 unidad hasta
aproximadamente 4 unidades del pH al que la proteina tiene estabilidad a la temperatura deseada. Aparte de la
contribucién al tamponamiento de pH, la presencia de tampones de desplazamiento mostré en muchos casos tener
un efecto beneficioso en la estabilidad de la proteina. Por ejemplo, en una realizacion, la actividad proteinica de una
proteina en una composicion de acuerdo con la invencion retiene al menos 40% de su actividad durante al menos
una semana, y preferiblemente al menos cuatro semanas a la temperatura deseada (por ejemplo, temperatura
ambiente o superior). En otra realizacion, la actividad proteinica de una proteina en una composicion de acuerdo con
el recipiente hermético de la invencion retiene al menos 50% de su actividad durante al menos una semana a la
temperatura deseada, y preferiblemente al menos cuatro semanas a una temperatura deseada (por ejemplo,
temperatura ambiente o superior). En otra realizacion, al menos 40% y preferiblemente al menos 50% de la actividad
estructural proteinica de una proteina presente en una composicidon conforme al recipiente hermético de la
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invencion, se retiene durante al menos una semana y mas preferiblemente durante al menos 4 semanas a la
temperatura deseada.

Los compuestos que pueden usarse como tampones de desplazamiento pueden ser tanto organicos como
inorganicos. Pueden ser de naturaleza tanto monomeérica como polimérica.

Algunos ejemplos de compuestos que pueden incorporarse de manera Util en la composicion de proteina como
aditivos, y que pueden funcionar posiblemente también como tampones de desplazamiento son conocidos, e
incluyen, pero no estan limitados a: histidina, maleato, sulfito, ciclamato, hidrégenosulfato, serina, arginina, lisina,
asparragina, metionina, treonina, tirosina, isoleucina, valina, leucina, alanina, glicina, triptéfano, gentisato, salicilato,
glioxilato, aspartamo, glucuronato, aspartato, glutamato, tartrato, gluconato, lactato, acido glicdlico, adenina,
succinato, ascorbato, benzoato, fenilacetato, galato, citosina, acido p-aminobenzoico, sorbato, acetato, propionato,
alginato, urato, acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico, bicarbonato, bis(2-hidroxietil)iminotris(hidroximetil)metano, acido
N-(2-acetamido)-2, iminodiacético, acido 2-[(2-amino-2-oxoetil)amino]etanosulfénico, piperazina, N,N'-bis(acido 2-
etanosulfénico), fosfato, acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2, aminoetanosulfénico, acido 3-[N,N-bis(2-hidroxietil)amino]-2,
hidroxipropanosulfénico, trietanolamina, piperazina-N,N'-bis(acido 2, hidroxipropanosulfénico),
tris(hidroximetil)aminometano, N, tris(hidroximetil)glicina, acido N-tris(hidroximetil)metil-3-aminopropanosulfénico, ién
de amonio, borato, acido 2-(N-ciclohexilamino)etanosulfénico, 2-amino-2-metil-1-propanol, palmitato, creatina,
creatinina, y sus sales.

La eleccion particular del compuesto dependera del pH de la composicion. Asi, por ejemplo, la purina (pKa = 9,0) es
un aditivo adecuado en una composicion a pH 7,0 (en la que pKa - pH = 2,0), pero no en una composicion a pH 8,8
(en la que pKa - pH = 0,2 y la purina por lo tanto se convierte en el tampoén convencional). Se entendera por
supuesto por una persona de habilidad normal en la técnica que han de tomarse en cuenta aspectos especificos a
proteinas particulares. Por ejemplo, es importante asegurar que los aditivos seleccionados no inhiban la actividad de
las proteinas. Muchos de los aditivos sugeridos son productos generalmente reconocidos como seguros "GRAS, por
sus siglas en inglés Generally Regarded As Safe" o ingredientes aprobados en productos farmacéuticos. Estos
aditivos son particularmente adecuados para la estabilizacién de proteinas en composiciones farmacéuticas. Otras
aplicaciones en las que la seguridad no es una gran preocupacion, tales como proteinas en kits de diagndstico,
pueden contar con compuestos que estén fuera de la categoria GRAS.

En una realizacién, la invencion incluye un recipiente hermético que contiene una composicién acuosa que
comprende una proteina y dos tampones de desplazamiento con un pKa al menos 1 unidad mas o 1 unidad menos
que el pH de la composicién en la que tal composicién esta tamponada esencialmente por el uno o mas tampones
de desplazamiento. Una composicion esta "tamponada esencialmente" por uno o mas tampones de desplazamiento
cuando tales tampones de desplazamiento estan presentes en una concentraciéon que proporciona el mecanismo de
tamponamiento predominante del sistema.

Ademas de permitir la presencia de ciertos materiales que afectan el pH, la composicién puede incluir componentes
distintos a los de los tampones de desplazamiento o aditivos. Por ejemplo, las composiciones pueden incluir sales
inorganicas, por ejemplo, para ajustar la fuerza idnica de la composicion, un azucar o alditol, un conservante, un
inhibidor de la proteasa, un agente quelante, un detergente idénico o un detergente no iénico. La diferencia entre el
pH de la composicion y el pKa del "tampoén de desplazamiento” usado en esta invencion es de al menos 1 unidad,
preferiblemente de al menos 1,5, por ejemplo de al menos 2 y hasta 5 o mas.

Ha de entenderse que puede usarse un tampdn convencional, es decir, un tampén que no cumpla con la definiciéon
de un tampoén de desplazamiento, mientras que el tampon de desplazamiento proporcione el mecanismo de
tamponamiento predominante del sistema, es decir, al menos 50%, pero preferiblemente al menos 80%, de la
capacidad de tamponamiento del sistema.

Sin querer estar limitado por la teoria, se cree que el efecto beneficioso de la presente invenciéon sobre la estabilidad
de las proteinas es debido al hecho de que en el estado de protonacién de 50%, o en torno al estado de
protonacién de 50%, lo mas probable es que las especies acido-base intercambien protones con las especies acido-
base que las rodean, tales como algunos aminoacidos en la superficie de la proteina. Tales intercambios pueden ser
perjudiciales para la proteina por las siguientes razones:

° Cada intercambio de protones da como resultado la formaciéon de enlaces o la rotura de enlaces. Tales
procesos estan acompariados por intercambios de energia (por ejemplo, energia de translacion de las especies
implicadas) entre la proteina y las especies que la rodean, y por cambios en las caracteristicas de carga de la parte
de la proteina en la que se intercambia el protdn. Por lo tanto, los intercambios continuos de protones que se
producen cuando la proteina esta en equilibrio con su entorno acuoso es muy probable que contribuyan a las
fluctuaciones de la estructura de la proteina y posterior inestabilidad fisica de la proteina.

° Diversos procesos quimicos que afectan la estabilidad de la proteina, tales como desamidacion, implican
intercambio de protones. Reducir al minimo la velocidad de estos procesos puede por lo tanto conducir a la
estabilizacion de la proteina.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2537963 T3

La invencion es aplicable a proteinas que se disuelven facilmente en disoluciones acuosas o formas de gel acuoso,
0 a proteinas presentes en un sistema acuoso como dispersién o suspensién, asi como a proteinas unidas a
sustratos solidos tales como adyuvante de vacunas o membrana celular, por medio de interacciones hidréfobas,
idnicas o de intercambio de ligando.

La invencion es aplicable a la estabilizacién de una proteina a lo largo de su vida de producto, que incluye
aislamiento o expresion, purificacion, transporte y almacenamiento.

En términos de estructura secundaria, la invencion es aplicable a proteinas que contengan cualquier proporcion de
hélice alfa, lamina beta y enroscamientos aleatorios.

En términos de estructura terciaria, la invencion es aplicable tanto a proteinas globulares como a proteinas fibrosas.
La invencion es aplicable a proteinas cuya estructura terciaria se mantiene solamente por medio de interacciones no
covalentes, asi como a proteinas cuya estructura terciaria se mantiene por combinacidon de interacciones no
covalentes y uno o mas puentes de disulfuro.

En términos de estructura cuaternaria, la invencién es aplicable a proteinas monoméricas asi como a proteinas que
consisten en dos, tres, cuatro o mas subunidades. La invencion se aplica también a conjugados de proteinas.

En términos de componentes estructurales no proteinicos, la invencion es aplicable a proteinas que no contengan
ningun componente no peptidico, asi como a glucoproteinas, lipoproteinas, nucleoproteinas, metaloproteinas y otras
proteinas que contengan complejos en los que la proteina represente al menos 10% de la masa total. Es aplicable a
proteinas que no necesiten un cofactor para su funcion, asi como a proteinas que necesiten una coenzima, grupo
prostético o un activador para su funcion.

La proteina puede ser natural o recombinada, glucosilada o no glucosilada, autolitica o no autolitica. La invencion es
particularmente aplicable a los siguientes grupos de proteinas.

Hormonas proteicas o peptidicas y factores de crecimiento

La funcién de las hormonas proteicas o peptidicas y los factores de crecimiento depende de su habilidad para unirse
a un receptor especifico. Tal unién esta ligada estrechamente a la conformacién de la proteina. La retencion de la
estructura tridimensional de la proteina, o al menos la estructura 3D de dominios clave, es por lo tanto crucial para
su funcién. La retencion de las caracteristicas estructurales y funcionales también es de una importancia primordial
para la aprobacion regulatoria de las terapias con proteinas. Los ejemplos de hormonas proteicas o peptidicas para
terapia incluyen:

insulina (tratamiento de la diabetes)

glucagon (tratamiento de la diabetes)

hormona de crecimiento humana

gonadotropina

hormona de estimulacion tiroidea humana (tratamiento de cancer de tiroides)

factor de estimulacion de colonias de granulocitos (usado como parte de la quimioterapia)
Enzimas terapéuticas

La funciéon de las enzimas terapéuticas depende directamente de su estructura y conformacion moleculares.
Cambios conformacionales irreversibles y una agregacion irreversible conducen a la desactivacion de las enzimas
terapéuticas. La retencién de las caracteristicas estructurales de la proteina también es un prerrequisito esencial de
la aprobacion regulatoria. Los ejemplos de hormonas proteicas o peptidicas para terapia incluyen:

estreptocinasa (agente trombolitico en el tratamiento de accidente cerebrovascular isquémico)
asparraginasa

urato-oxidasa

papaina (desbridamiento de tejidos).

Vacunas

La actividad inmundégena de las vacunas de proteinas depende (en gran medida) de la integridad estructural de los
antigenos de proteinas clave, especialmente en relacion con los epitopos conformacionales (en los que se necesitan
anticuerpos para unir regiones dispares de la cadena polipeptidica reunidas mediante plegamiento natural). Los
cambios conformacionales irreversibles y la agregacion irreversible conducen a la inactivacion de las vacunas. Las

9



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2537963 T3

mismas consideraciones se aplican a las proteinas adsorbidas sobre particulas, tales como particulas de alumina, u
otras superficies (no en forma de particulas), cuando regiones sustanciales de cada molécula de proteina estan
todavia en plena interaccion con el agua de disolvente. Esto es de particular importancia en la distribucion de
vacunas en el tercer mundo, en el que el mantenimiento de la cadena de frio es muy dificil o imposible, parcialmente
debido a limitaciones practicas o logisticas y parcialmente debido al coste. La presente invencion puede aplicarse a
vacunas de proteinas recombinadas asi como a virus atenuados o vacunas enteras, proporcionando los antigenos
clave que consisten en cadenas polipeptidicas. Los ejemplos de tales vacunas incluyen:

vacuna contra la hepatitis B

vacuna antipaludica

vacuna contra el virus del papiloma humano
vacuna contra la meningitis A

vacuna contra la meningitis C

vacuna antitosferinica

vacuna antipoliomielitica

Anticuerpos terapéuticos

La funcién de los anticuerpos terapéuticos esta basada en sus interacciones especificas con antigenos objetivo. Asi,
para mantener su funcién, la retencién de la estructura tridimensional es esencial para la duracién de su periodo de
validez. Aunque son generalmente muy estables a temperatura ambiente, debido a la estructura estable y rigida del
plegamiento o dominio de la inmunoglobulina, los anticuerpos pueden beneficiarse de la presente invencion,
aumentando mas su estabilidad durante el almacenamiento. Los ejemplos de anticuerpos terapéuticos que pueden
usarse, por ejemplo, en el tratamiento del cancer, incluyen:

anticuerpo monoclonal anti-receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
anticuerpo monoclonal anti-HER2 (tratamiento del cancer de mama)

anticuerpo monoclonal anti-CD52 (tratamiento de la leucemia linfocitica crénica)
anticuerpo monoclonal anti-CD20 (tratamiento de linfoma agresivo)

Interferones

Los Interferones son polipéptidos bastante inestables de importancia terapéutica, que se usan, por ejemplo, en el
tratamiento de la esclerosis multiple. La aplicacion de la presente invencion puede aumentar el periodo de validez y
la eficacia del coste de los interferones, que incluyen interferdn alfa, interferén beta e interferon gamma.

Otras proteinas terapéuticas

Lo que sigue son ejemplos de otras proteinas terapéuticas que se pueden beneficiar de la aplicacion de la presente
invencion, en términos de eficacia de coste y un periodo de validez mejorado, particularmente en disolucion acuosa:

eritropoyetina (que estimula la produccion de eritrocitos)
darbepoyetina alfa (que estimula la produccion de eritrocitos)
factores de coagulacion, principalmente factor VIl y factor IX (tratamiento y control de la hemofilia)

agentes inmunosupresores (tratamiento de varias enfermedades, tales como asma, rinitis alérgica o esclerosis
multiple)

albdmina humana
proteina C (agente antitrombotico)
Proteinas diagnoésticas e industriales

La retencion de las caracteristicas estructurales es crucial para la funcion de proteinas diagndsticas, particularmente
enzimas y anticuerpos. En particular, los patrones de referencia de los kits de los analitos, a través de los que se
calibran los analisis y se someten control de calidad (QC), deben estabilizarse rigurosamente, ya que cualquier
cambio en su integridad provocara un cambio resultante en la exactitud de todo el kit. Una disminuciéon en la
actividad puede conducir a falsos resultados o malas prestaciones (por ejemplo, un transcurso lento del
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procedimiento). La estabilidad de la actividad funcional de las proteinas diagndsticas a lo largo de la vida del
producto es por lo tanto de primordial importancia. Los fabricantes de productos diagnésticos estan muy interesados
en encontrar soluciones y formulaciones que eliminarian una costosa liofilizacién, lo que provoca cuellos de botella
sustanciales en la elaboracion. Ejemplos de proteinas diagnosticas incluyen:

anticuerpos monoclonales

anticuerpos policlonales

conjugados de anticuerpo-enzima

oxidasas tales como glucosa-oxidasa, galactosa-oxidasa, colesterol-oxidasa
peroxidasas

fosfatasa alcalina

deshidrogenasas tales como glutamato-deshidrogenasa, glucosa-deshidrogenasa
isomerasas tales como invertasa

hidrolasas tales como tripsina o quimotripsina

patrones de referencia para analisis integrales suministrados en forma de kit, tales como hormonas, factores de
crecimiento, proteinas microbianas, formas solubles de proteinas estructurales, etc.

Los ejemplos de proteinas industriales incluyen:

amilasa

proteasa

lipasa

Patrones de referencia internacionales de proteinas terapéuticas, vacunas y diagnésticas

Los patrones de referencia de proteinas terapéuticas o diagndsticas son de gran importancia para la estandarizacion
de procedimientos terapéuticos y diagndsticos. La estabilidad de los patrones de referencia es de una importancia
fundamental. Un amplio intervalo de patrones de referencia basados en proteinas son por lo tanto un objetivo ideal
para la presente invencion.

En una realizacién de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa de proteina en la que la proteina
tiene un pH de 6 a la temperatura deseada, y la composicion de proteina comprende al menos un tampén de
desplazamiento con un pKa que es 7 o superior, y preferiblemente tal tampdn de desplazamiento se selecciona de
TRIS, purina y citosina. En otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa de proteina
en la que la proteina tiene un pH de 6 a la temperatura deseada, y la composicion de proteina comprende al menos
un tampon de desplazamiento con un pKa que es 5 o inferior, y preferiblemente tal tampdn de desplazamiento es
lactato.

En una realizacion de esta descripcidon se proporciona una composicién acuosa de proteina que es una vacuna
contra la hepatitis B, preferiblemente en la que el pH de la proteina que comprende la vacuna contra la hepatitis B es
5 a la temperatura deseada, y preferiblemente en la que al menos un factor de desplazamiento tiene un pKa que es
6 o superior, o al menos un tampoén de desplazamiento tiene un pKa de 4 o inferior, o cualquier combinacion de tales
tampones de desplazamiento esta presente en la composicién, en la que el uno o mas tampones de desplazamiento
se seleccionan preferiblemente de TRIS e histidina.

En una realizacion de esta descripcion, la composicion acuosa de proteina comprende glucosa-oxidasa con un pH
de 5 a la temperatura deseada, y la composicion de proteina comprende ademas un tampon de desplazamiento con
un pKa que es 6 o superior, en la que tal tampén de desplazamiento incluye, pero no esta limitado a, TRIS. En otra
realizacion de esta descripcion, la composicion acuosa de proteina comprende glucosa-oxidasa con un pHde 5 ala
temperatura deseada, y la composicion de proteina comprende ademas un tampén de desplazamiento con un pKa
que es 4 o inferior, en la que tal tampdn de desplazamiento incluye, pero no esta limitado a, lactato.

En una realizaciéon de esta descripcion, la composicion acuosa de proteina comprende catalasa con un pH de 6,7 a
la temperatura deseada, y la composicion de proteina comprende ademas un tampén de desplazamiento con un
pKa que es 7,7 o superior, en la que tal tampdn de desplazamiento incluye, pero no esta limitado a TRIS y lisina. En
otra realizacién de esta descripcidn, la composicién acuosa de proteina comprende catalasa con un pH de 6,7 a la
temperatura deseada, y la composicion de proteina comprende ademas un tampén de desplazamiento con un pKa
que es 5,7 o inferior, en la que tal tampon de desplazamiento incluye, pero no esta limitado a, lactato y lisina.
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En otra realizacion de esta descripcién, la composicion acuosa de proteina comprende uricasa con un pH de 8,6 a la
temperatura deseada, y la composicion de proteina comprende ademas un tampén de desplazamiento con un pKa
que es 7,3 o inferior, en la que tal tampon de desplazamiento incluye, pero no esta limitado a succinato, glicina y
citosina.

En una realizacién de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y uno
0 mas tampones de desplazamiento, en la que cada tampdn de desplazamiento tiene un pKa que es al menos 1
unidad superior o inferior al pH de la composicién, y mas preferiblemente al menos 2 unidades superior o inferior al
pH de la composicién, con la condiciéon de que dicha composicién esté libre sustancialmente de un tampoén
convencional con un pKa del pH de la composicién, en la que la composicién comprende preferiblemente menos de
aproximadamente 1 mM de tampdon convencional, y en la que la composicion puede comprender ademas
excipientes adicionales adecuados para estabilizar la proteina y la composicién, que incluyen pero no estan
limitados a, agentes estabilizantes, inhibidores de la proteasa, agentes quelantes, conservantes, azlcares y
detergentes.

En una realizacién de esta descripcion, se proporciona una composicién acuosa con un pH de aproximadamente 5,
que comprende glucosa-oxidasa y al menos un aditivo seleccionado del grupo que consiste en TRIS y lactato. En
otra realizacion de esta descripcidn, se proporciona una composiciéon acuosa con un pH de aproximadamente 6,7,
que comprende catalasa y al menos un aditivo seleccionado del grupo que consiste en TRIS, lisina y lactato. En adn
otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa con un pH de aproximadamente 8,3,
que comprende uricasa y al menos un aditivo seleccionado del grupo que consiste en succinato, lisina y lactato. En
otra realizacion de esta descripcidn, se proporciona una composiciéon acuosa con un pH de aproximadamente 5, que
comprende antigeno de la hepatitis B y al menos un aditivo seleccionado del grupo que consiste en TRIS, histidina y
lactato. En aun otra realizacion de esta descripcién, se proporciona una composicion acuosa con un pH de
aproximadamente 6, que comprende hormona de crecimiento humana y al menos un aditivo seleccionado del grupo
que consiste en TRIS, citosina, purina y lactato.

En otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y al
menos un aditivo, ajustandose la composiciéon a un pH entre 4 y 5, sustancialmente libre de un tampoén con un pKa
dentro de una unidad de pH de dicho pH, en la que al menos se selecciona un aditivo del grupo que consiste en
histidina, maleato, sulfito, ciclamato, hidrogenosulfato, serina, arginina, lisina, purina, asparragina, metionina,
treonina, tirosina, isoleucina, valina, leucina, alanina, glicina, triptéfano, gentisato, salicilato o sus sales.

En otra realizaciéon de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y al
menos un aditivo, ajustandose la composiciéon a un pH entre 4 y 5, sustancialmente libre de un tampoén con un pKa
dentro de una unidad de pH de dicho pH, en la que al menos se selecciona un aditivo del grupo que consiste en
maleato, sulfito, acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico, bicarbonato, histidina, bis(2-
hidroxietil)iminotris(hidroximetil)metano, = acido = N-(2-acetamido)-2,  iminodiacético, acido  2-[(2-amino-2-
oxoetil)amino]etanosulfénico, piperazina, N,N'-bis(acido 2-etanosulfénico), fosfato, acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2,
aminoetanosulfonico, acido 3-[N,N-bis(2-hidroxietil)amino]-2, hidroxipropanosulfénico, trietanolamina, piperazina-
N,N'-bis(acido 2, hidroxipropanosulfénico) o sus sales.

En otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y al
menos un aditivo, ajustandose la composicién a un pH entre 4,5 y 5,5, sustancialmente libre de un tampdén con un
pKa dentro de una unidad de pH de dicho pH, en la que al menos se selecciona un aditivo del grupo que consiste en
histidina, maleato, sulfito, ciclamato, hidrogenosulfato, serina, arginina, lisina, purina, asparragina, metionina,
treonina, tirosina, isoleucina, valina, leucina, alanina, glicina, triptéfano, gentisato, salicilato, glioxilato, aspartamo,
glucurunato o sus sales.

En aun otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y
al menos un aditivo, ajustandose la composicion a un pH entre 4,5 y 5,5, sustancialmente libre de un tampén con un
pKa dentro de una unidad de pH de dicho pH, en la que al menos se selecciona un aditivo del grupo que consiste en
sulfito, aspartamo, bis(2-hidroxietil)iminotris(hidroximetil)metano, acido N-(2-acetamido)-2, iminodiacético, acido 2-
[(2-amino-2-oxoetil)amino]etanosulfonico, piperazina, N,N'-bis(acido 2-etanosulfénico), fosfato, acido N,N-bis(2-
hidroxietil)-2, aminoetanosulfénico, acido 3-[N,N-bis(2-hidroxietil)amino]-2, hidroxipropanosulfénico, trietanolamina,
piperazina-N,N'-bis(acido 2, hidroxipropanosulfénico), tris(hidroximetil)Jaminometano, N, tris(hidroximetil)glicina, acido
N-tris(hidroximetil)metil-3-aminopropanosulfénico o sus sales.

En una realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa, ajustandose la composiciéon a un
pH entre 4,5 y 5,5, sustancialmente libre de un tampén con un pKa dentro de una unidad de pH de dicho pH, que
comprende:

a. una proteina seleccionada del grupo que consiste en interferon beta, factor de estimulacion de colonias de
granulocitos, antigeno de la hepatitis B, vacunas contra la hepatitis A y C, o sus precursores o derivados,

b. al menos un aditivo seleccionado del grupo que consiste en sulfito, aspartamo, bis(2-
hidroxietil)iminotris(hidroximetil)metano,  acido = N-(2-acetamido)-2,  iminodiacético, acido  2-[(2-amino-2-
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oxoetil)amino]etanosulfénico, piperazina, N,N'-bis(acido 2-etanosulfénico), fosfato, acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2,
aminoetanosulfonico, acido 3-[N,N-bis(2-hidroxietil)amino]-2, hidroxipropanosulfénico, trietanolamina, piperazina-
N,N'-bis(acido 2, hidroxipropanosulfénico), tris(hidroximetil)aminometano, N, tris(hidroximetil)glicina, acido N-
tris(hidroximetil)metil-3-aminopropanosulfonico o sus sales; y

c. al menos un aditivo seleccionado del grupo que consiste en histidina, maleato, sulfito, ciclamato, hidrégenosulfato,
serina, arginina, lisina, purina, asparragina, metionina, treonina, tirosina, isoleucina, valina, leucina, alanina, glicina,
triptéfano, gentisato, salicilato, glioxilato, aspartamo, glucuronato o sus sales

En aun otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y
al menos un aditivo, ajustandose la composicion a un pH entre 5 y 6, sustancialmente libre de un tampon con un pKa
dentro de una unidad de pH de dicho pH, en la que al menos se selecciona un aditivo del grupo que consiste en
aspartato, serina, arginina, purina, lisina, asparragina, metionina, treonina, tirosina, isoleucina, valina, leucina,
alanina, glicina, triptéfano, gentisato, salicilato, glioxilato, aspartamo, glucuronato, gluconato, lactato, acido glicélico o
sus sales.

En otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y al
menos un aditivo, ajustandose la composicion a un pH entre 5y 6, sustancialmente libre de un tampdn con un pKa
dentro de una unidad de pH de dicho pH, en la que al menos se selecciona un aditivo del grupo que consiste en
sulfito, arginina, purina, asparragina, ftreonina, aspartamo, fosfato, acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2,
aminoetanosulfénico, acido 3-[N,N-bis(2-hidroxietil)amino]-2, hidroxipropanosulfénico acid, trietanolamina,
piperazina-N,N'-bis(acido 2, hidroxipropanosulfénico), tris(hidroximetil)Jaminometano, N, tris(hidroximetil)glicina, acido
N-tris(hidroximetil)metil-3-aminopropanosulfénico o sus sales.

En aun otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa, ajustandose la composicion a
un pH entre 5 y 6, sustancialmente libre de un tampon con un pKa dentro de una unidad de pH de dicho pH, que
comprende:

a. una proteina seleccionada del grupo que consiste en hirudina, iduronidasa o sus precursores o derivados;

b. al menos un aditivo seleccionado del grupo que consiste en aspartato, serina, arginina, purina, lisina, asparragina,
metionina, treonina, tirosina, isoleucina, valina, leucina, alanina, glicina, triptéfano, gentisato, salicilato, glioxilato,
aspartamo, glucuronato, gluconato, lactato, acido glicélico o sus sales; y

c. al menos un aditivo seleccionado del grupo que consiste en sulfito, arginina, purina, asparragina, treonina,
aspartamo, fosfato, acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2, aminoetanosulfénico, acido 3-[N,N-bis(2-hidroxietil)amino]-2,
hidroxipropanosulfénico, trietanolamina, piperazina-N,N'-bis(acido 2, hidroxipropanosulfénico),
tris(hidroximetil)aminometano, N, tris(hidroximetil)glicina, acido N-tris(hidroximetil)metil-3-aminopropanosulfénico o
sus sales.

En aun otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y
al menos un aditivo, ajustandose la composicion a un pH entre 5,5 y 6,5, sustancialmente libre de un tampén con un
pKa dentro de una unidad de pH de dicho pH, en la que al menos se selecciona un aditivo del grupo que consiste en
aspartato, glutamato, gentisato, tartrato, salicilato, glioxilato, aspartamo, glucuronato, gluconato, lactato, acido
glicdlico, adenina, succinato, ascorbato, benzoato, fenilacetato, galato, citosina o sus sales.

En otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y al
menos un aditivo, ajustandose la composicion a un pH entre 5,5y 6,5, sustancialmente libre de un tampén con un
pKa dentro de una unidad de pH de dicho pH, en la que al menos se selecciona un aditivo del grupo que consiste en
serina, arginina, lisina, purina, asparragina, metionina, treonina, tirosina, triptéfano, aspartamo, acido 3-[N,N-bis(2-
hidroxietil)amino]-2, hidroxipropanosulfénico, trietanolamina, piperazina-N,N'-bis(acido 2, hidroxipropanosulfénico),
tris(hidroximetil)aminometano, N, tris(hidroximetil)glicina, acido N-tris(hidroximetil)metil-3-aminopropanosulfénico, ién
amonio, borato, acido 2-(N-ciclohexilamino)etanosulfonico, trietanolamina o sus sales.

En otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa, ajustandose la composiciéon a un
pH entre 5,5 y 6,5, sustancialmente libre de un tampén con un pKa dentro de una unidad de pH de dicho pH, que
comprende:

a. una proteina seleccionada del grupo que consiste en galactosidasa, glucocerebrosidasa, aprotinina, colagenasa,
hormona de crecimiento humana, desoxirribonucleasa |, antagonista del receptor de interleucina-1, interferén alfa,
anticuerpos monoclonales tales como IgG anti-EGFR, IgG que se une a TNF (factor de necrosis tumoral), anticuerpo
anti-CD20, anticuerpo anti-VEGF, anticuerpo anti-VRS (virus respiratorio sincitial) vacuna contra la tos ferina
acelular, vacuna contra la difteria, vacuna contra el VPH (virus del papiloma humano), vacuna contra la tuberculosis
0 sus precursores o derivados;

b. al menos un aditivo seleccionado del grupo que consiste en aspartato, glutamato, gentisato, tartrato, salicilato,
glioxilato, aspartamo, glucuronato, gluconato, lactato, acido glicélico, adenina, succinato, ascorbato, benzoato,
fenilacetato, galato, citosina o sus sales; y
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c. al menos un aditivo seleccionado del grupo que consiste en serina, arginina, lisina, purina, asparragina, metionina,
treonina, tirosina, triptéfano, aspartamo, acido 3-[N,N-bis(2-hidroxietil)amino]-2, hidroxipropanosulfonico,
trietanolamina,  piperazina-N,N'-bis(acido 2,  hidroxipropanosulfonico), tris(hidroximetil)aminometano, N,
tris(hidroximetil)glicina, acido N-tris(hidroximetil)metil-3-aminopropanosulfénico, ién de amonio, borato, acido 2-(N-
ciclohexilamino)etanosulfénico, trietanolamina o sus sales.

En aun otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y
al menos un aditivo, ajustandose la composicion a un pH entre 6 y 7, sustancialmente libre de un tampon con un pKa
dentro de una unidad de pH de dicho pH, en la que al menos se selecciona un aditivo del grupo que consiste en
aspartato, glutamato, tartrato, salicilato, fumarato, glioxilato, glucuronato, gluconato, lactato, acido glicélico, adenina,
succinato, ascorbato, benzoato, fenilacetato, galato, citosina, acido p-aminobenzoico, sorbato, acetato, propionato,
alginato o sus sales.

En otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y al
menos un aditivo, ajustandose la composiciéon a un pH entre 6 y 7, sustancialmente libre de un tampoén con un pKa
dentro de una unidad de pH de dicho pH, en la que al menos se selecciona un aditivo del grupo que consiste en
aspartato, serina, arginina, lisina, purina, asparragina, glutamato, metionina, treonina, tirosina, isoleucina, valina,
leucina, alanina, glicina, triptéfano, adenina, acido p-aminobenzoico, tris(hidroximetil)Jaminometano, N,
tris(hidroximetil)glicina, acido N-tris(hidroximetil)metil-3-aminopropanosulfénico, ién de amonio, borato, acido 2-(N-
ciclohexilamino)etanosulfénico, trietanolamina, 2-amino-2-metil-1-propanol, palmitato o sus sales.

En aun otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa, ajustandose la composicion a
un pH entre 6 y 7, sustancialmente libre de un tampon con un pKa dentro de una unidad de pH de dicho pH, que
comprende:

a. una proteina seleccionada del grupo que consiste en un receptor de TNF, darbepoyetina alfa, inhibidor de alfa-1-
antitripsina, péptido natriurético, proteina C, hormona foliculoestimulante, insulina, factor de crecimiento similar a la
insulina, proteinas morfégenas 6seas, factor de crecimiento de los queratinocitos, interleucina-2, interferon gamma,
vacuna antirrabica, vacuna antirrotavirica, vacuna antitetanica o sus precursores o derivados;

b. al menos un aditivo seleccionado del grupo que consiste en aspartato, glutamato, tartrato, salicilato, fumarato,
glioxilato, glucuronato, gluconato, lactato, acido glicdlico, adenina, succinato, ascorbato, benzoato, fenilacetato,
galato, citosina, acido p-aminobenzoico, sorbato, acetato, propionato, alginato o sus sales; y

c. en la que al menos un aditivo se selecciona del grupo que consiste en aspartato, serina, arginina, lisina, purina,
asparragina, glutamato, metionina, treonina, tirosina, isoleucina, valina, leucina, alanina, glicina, triptéfano, adenina,
acido p-aminobenzoico, tris(hidroximetil)Jaminometano, N, tris(hidroximetil)glicina, acido N-tris(hidroximetil)metil-3-
aminopropanosulfénico, ién de amonio, borato, acido 2-(N-ciclohexilamino)etanosulfénico, trietanolamina, 2-amino-2-
metil-1-propanol, palmitato o sus sales.

En aun otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y
al menos un aditivo, ajustandose la composicion a un pH entre 6,5 y 7,5, sustancialmente libre de un tampén con un
pKa dentro de una unidad de pH de dicho pH, en la que al menos se selecciona un aditivo del grupo que consiste en
aspartato, glutamato, tartrato, fumarato, malato, gluconato, lactato, acido glicélico, adenina, succinato, ascorbato,
benzoato, fenilacetato, glutarato, galato, citosina, acido p-aminobenzoico, sorbate, acetato, propionato, alginato,
urato o sus sales.

En otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y al
menos un aditivo, ajustandose la composicién a un pH entre 6,5 y 7,5, sustancialmente libre de un tampoén con un
pKa dentro de una unidad de pH de dicho pH, en la que al menos se selecciona un aditivo del grupo que consiste en
aspartato, serina, arginina, lisina, purina, asparragina, glutamato, metionina, treonina, tirosina, isoleucina, valina,
leucina, alanina, glicina, triptéfano, adenina, acido p-aminobenzoico, ién de amonio, borato, acido 2-(N-
ciclohexilamino)etanosulfénico, trietanolamina, 2-amino-2-metil-1-propanol, palmitato, creatinina o sus sales.

En aun otra realizacion de esta descripcion, se proporciona una composicion acuosa, ajustandose la composicion a
un pH entre 6,5y 7,5, sustancialmente libre de un tampdn con un pKa dentro de una unidad de pH de dicho pH, que
comprende:

a. una proteina seleccionada del grupo que consiste en alefacept, alteplasa, toxina botulinica, hormona paratiroidea,
gonadotropina coriénica humana, hormona de estimulacién tiroidea, calcitonina, eritropoyetina, vacuna anti-
Haemophilus b, vacuna contra la encefalitis japonesa, vacuna contra estafilococos, vacuna antipalidica o sus
precursores o derivados;

b. en la que al menos un aditivo se selecciona del grupo que consiste en aspartato, glutamato, tartrato, fumarato,
malato, gluconato, lactato, acido glicélico, adenina, succinato, ascorbato, benzoato, fenilacetato, glutarato, galato,
citosina, acido p-aminobenzoico, sorbato, acetato, propionato, alginato, urato o sus sales; y
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c. en la que al menos un aditivo se selecciona del grupo que consiste en aspartato, serina, arginina, lisina, purina,
asparragina, glutamato, metionina, treonina, tirosina, isoleucina, valina, leucina, alanina, glicina, triptéfano, adenina,
acido p-aminobenzoico, i6n de amonio, borato, acido 2-(N-ciclohexilamino)etanosulfénico, trietanolamina, 2-amino-2-
metil-1-propanol, palmitato, creatinina o sus sales.

En un aspecto de la invencién, el recipiente hermético comprende ademas un sistema acuoso que comprende una
proteina, caracterizado porque

a. el sistema no comprende una cantidad significativa de un tampdn convencional, es decir, un compuesto con un
pKa cercano al pH de la composicién en el intervalo de temperaturas previsto de almacenamiento de la composicion;

y

b. el pH de la composicion se fija a un valor al que la composicion tiene una estabilidad maxima medible con
respecto al pH.

En una realizacion, un sistema del recipiente hermético conforme a la invencion comprende preferiblemente un pH
dentro de un intervalo de +0,5 unidades de pH, y preferiblemente +1 unidades de pH del pH al que la composiciéon
tiene una estabilidad maxima medible con respecto al pH.

En otra realizacién de la invencion, el sistema del recipiente hermético de la invencion no comprende ningun
compuesto con un pK, dentro de 1 unidad del pH de la composiciéon al intervalo de temperaturas previsto de
almacenamiento de la composicién, a una concentracién superior a 500 pM.

De acuerdo con la invencion, el sistema del recipiente hermético de la invencion puede comprender ademas: un
polialcohol preferiblemente a aproximadamente al menos 0,5% (p/p); una sal inorganica; un conservante; un
inhibidor de la proteasa un tensioactivo; un agente quelante o cualquiera de sus combinaciones.

En una realizacion, el sistema del recipiente hermético de la invencion comprende una proteina que esta
preferiblemente en su estado natural. En otra realizacién, el sistema del recipiente hermético de la invencién
comprende una proteina seleccionada del grupo que consiste en una hormona o factor de crecimiento, una enzima,
un anticuerpo, un interferon, una proteina inmundégena, o cualquiera de sus combinaciones. En aun otra realizacion,
el sistema del recipiente hermético de la invencion es preferiblemente una disolucién, suspensién o dispersion
acuosa. En una realizacion, el sistema del recipiente hermético de la invencién comprende un adsorbente sélido. En
una realizacién preferida, el sistema del recipiente hermético de la invencion comprende un adsorbente sélido en el
que el adsorbente sélido incluye, pero no esta limitado a, un adyuvante de vacunas tal como alumina.

De acuerdo con la invencion, un sistema o composicién del recipiente hermético de la invencién es adecuado para
usar en tratamiento o diagnosis practicados en humanos o animales.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.

Materiales

Acido bérico (Fluka, codigo 15660)

Catalasa (de higado bovino, Sigma C9322, 2380 U /mg sélido)

Acido citrico (Fisher, cédigo C/6200/53)

Citosina (Sigma, cadigo C3506)

Agua desionizada (conductividad < 10 pS cm™; grado de reactivo analitico, Fisher o Sanyo Fistreem MultiPure)
Hidrégeno-ortofosfato de disodio (Fisher, codigo S/4520/53)

Maleato disédico (Sigma, codigo M9009)

Malato disddico (Aldrich, cédigo 233935)

DMSO - dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich, cédigo 154938-500)

Glucosa (Fisher, codigo G050061)

Glucosa-oxidasa (Biocatalysts G575P ~150 U /mg sdlido)

Vacuna contra la hepatitis B recombinada (Shantha)

15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2537963 T3

Patrén de la hormona de crecimiento humana (somatropina), fue suministrado por National Institute of

Biological Standards and Control (Potters Bar, UK). Se obtuvieron mas ejemplos para experimentacion tras
prescripcion de un médico de cabecera local.

Acido clorhidrico (Fisher, codigo J/4310/17)

Peroxido de hidrégeno (Sigma, codigo H1009)

Acido D,L-lactico (Fluka, cédigo 1077141)

Lactoperoxidasa (de leche bovina, DMV International: 1.050 unidades/mg por el método ABTS a pH 5,0)
Lisina (Sigma, codigo L5501)

Acido nicotinico (Sigma, cédigo N4126)

PBS - disolucion salina tamponada con fosfato (Sigma D1408)

Yoduro potasico (Fisher, codigo 5880/53)

Cloruro sodico (Fisher, codigo C/3160/63)

Citrato sédico (Sigma, codigo S1804)

Hidroxido sadico (Fisher, codigo J/7800/15)

Dihidrégeno-ortofosfato sodico (Fisher, cédigo S/3760/60)

Lactato sédico (Fluka, codigo 71723)

Urato sadico (Sigma, cédigo U2875)

Almidén (Acros Organics, cédigo 177132500)

Acido succinico (Fluka, codigo 14079)

TMB - Tetrametilbencidina (Sigma T-2885)

Base TRIS - Tris(hidroximetillaminometano (Fisher Bioreagents, codigo BPE152-1)
Uricasa (Sigma, codigo U0880)

A menos que se indique de otra manera, los tampones de fosfato de concentracion y pH dados (X mM, pH Y)
usados en este trabajo se prepararon mezclando hidrégeno-ortofosfato disddico (X mM) con dihidrégeno-ortofosfato
sodico (X mM) para lograr el pH Y que se necesitaba.

A menos que se indique de otra manera, los tampones de citrato/fosfato de concentracion y pH dados (X mM, pH Y)
usados en este trabajo se prepararon mezclando hidrégeno-ortofosfato disédico (X mM) con acido citrico (X mM)
para lograr el pH Y que se necesitaba.

Plan experimental total

En cada ejemplo, se prepardé una disolucion acuosa de una enzima dada con aditivos seleccionados en un vial de
vidrio de 2 ml. Cada disolucion se analizé para determinar la actividad o integridad estructural de la proteina. Los
viales se sellaron luego, y se incubaron a una temperatura dada durante un periodo dado de tiempo. La disoluciéon
se analiz6 luego de nuevo, y la recuperacion de la actividad o integridad estructural se expresé como el tanto por
ciento del resultado original (es decir, preincubacién). Se usaron temperaturas superiores a la ambiente para que
fueran mas exigentes que el trabajo a temperatura ambiente, y para proporcionar mas rapidamente una indicacion
de la estabilidad de la proteina.

Ejemplo 1 - Glucosa-oxidasa (de Penicillium sp.) a 59 °C

Se determiné la estabilidad de la glucosa-oxidasa en disoluciones acuosas a una concentracion de 350 yg/ml. Se
compard la estabilidad entre disoluciones preparadas tanto en presencia como en ausencia de tampones
convencionales, y en presencia de tampones desplazados. En cada caso, el pH de la formulacién fue éptimo con
respecto a la estabilidad de glucosa-oxidasa en esa formulacion en particular. La estabilidad se comparé en las
siguientes formulaciones:

. citrato 10 mM (pH 5,4); se prepard mezclando citrato sédico (10 mM) con acido citrico (10 mM) para lograr
el pH que se necesitaba; se afadié glucosa-oxidasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 350 pg/ml,
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se comprobé el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa y, si fuera necesario, se ajusté a 5,4 con acido
clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. nicotinato 10 mM (pH 5,2); se preparé disolviendo acido nicotinico (10 mM) en agua y ajustando el pH con
hidréxido sédico (5 M); se afadio glucosa-oxidasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 350 pg/ml,
se comprobé el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa y, si fuera necesario, se ajusté a 5,2 con acido
clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. lactato 10 mM (pH 5,0); se preparé mezclando lactato sédico (10 mM) con acido lactico (10 mM) para lograr
el pH que se necesitaba; se afadid glucosa-oxidasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 350 pg/ml,
se comprobé el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa y, si fuera necesario, se ajusté a 5,0 con acido
clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. TRIS 10 mM (pH 5,3); se prepar6 disolviendo base Trizma (10 mM) en agua y ajustando el pH con acido
clorhidrico (5 M); se afiadio glucosa-oxidasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 350 ug/ml, se
comprobé el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa y, si fuera necesario, se ajusté a 5,3 con acido
clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. lactato 10 mM + TRIS 10 mM (pH 5,0); se preparé disolviendo acido lactico (10 mM) y base Trizma (10 mM)
en agua y ajustando el pH con acido clorhidrico (5 M) o hidroxido sédico (5 M); se afiadié glucosa-oxidasa a esta
formulacién para lograr una concentracion de 350 pg/ml, se comprobé el pH después de la adiciéon de la glucosa-
oxidasa y, si fuera necesario, se ajust6 a 5,0 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. proteina pura (pH 4,9); se prepar6 disolviendo glucosa-oxidasa (350 ug/ml) directamente en agua y
ajustando del pH con acido clorhidrico (10 mM).

Las disoluciones se incubaron a 59 °C durante 22 horas y luego se analizaron para determinar la actividad de
glucosa-oxidasa restante. Esto se llevd a cabo conforme al procedimiento siguiente: Se afadieron 50 pl de la
muestra (que contenia 350 ug/ml de glucosa-oxidasa) a 50 ml de agua desionizada. Se afadieron luego los
siguientes reactivos: 10 ml de mezcla de reactivos (5,5 partes de dihidrégeno-ortofostato sédico 0.1 M, pH 6 + 4
partes de almidon al 2% p/p + 0,5 partes de enzima lactoperoxidasa de 1 mg/ml); 5 ml de yoduro potasico 100 mMy
5 ml de disolucion de glucosa al 20% p/p. Se mezclaron juntos rapidamente. Se contd el tiempo = 0 a partir de la
adicion de la glucosa. Después de 5 min, se afiadié 1 ml de acido clorhidrico 5 M para detener la reaccion. Se leyo
entonces la absorbancia a 630 nm usando un espectrofotémetro Unicam UV-visible. Si la intensidad del color era
demasiado grande para permitir una lectura precisa, la muestra se diluyd con un volumen definido de agua
desionizada para devolver el color a la escala. Los resultados se expresaron como tanto por ciento de recuperacion,
con referencia a la absorbancia medida en las muestras recién preparadas (es decir, antes de la incubacién a una
temperatura elevada).

Todas la formulaciones se ensayaron a su pH éptimo con respecto a la estabilidad de la glucosa-oxidasa. Nicotinato
(PKa=4,90) y citrato (pKa1 = 3,14, pKs2 = 4,78, pKs3 = 6,39) se ensayaron como tampones convencionales,
mostrando una recuperacion de la actividad de glucosa-oxidasa de 25% (citrato) y 23% (nicotinato) después de
incubacion a 59 °C durante 22 horas. Se observé una recuperacion considerablemente mayor en ausencia de
tampodn convencional. La recuperacion fue aproximadamente de 54% si la proteina se incub6 en agua pura ajustada
a pH 4,9. Se observo incluso una mejor recuperacion en presencia de un componente con pK, al menos una unidad
superior al pH de la composicion. En presencia de TRIS (pK;=8,30) se logré una recuperacion de 68%, y en
presencia de purina (pKa = 8,90) se logré una recuperacion de 72%. De manera similar, se logré6 una mejor
estabilidad en presencia de un componente con pK, al menos una unidad inferior al pH de la composicién - en
presencia de lactato (pK»=3,85) se logré una recuperacion de 69%. Se logré una recuperacion de 73% en la mezcla
de tampones desplazados de dos componentes que contenia lactato (pKa = 3,85) y TRIS (pKa = 8,30). La
formulacién de tampones desplazados de dos componentes fue por lo tanto éptima, porque dio como resultado la
mejor estabilidad de la enzima y aseguré una mejor estabilidad al pH debido al efecto tamponante tanto del lado
acido como del lado alcalino del pH de la composicion.

Ejemplo 2 - Glucosa-oxidasa (de Penicillium sp.) at 40 °C

Se determiné la estabilidad de la glucosa-oxidasa en disoluciones acuosas a una concentracion de 350 ug/ml. Se
compard la estabilidad entre disoluciones preparadas tanto en presencia como en ausencia de tampones
convencionales, y en presencia de tampones desplazados. En cada caso, el pH de la formulacién fue éptimo con
respecto a la estabilidad de glucosa-oxidasa en esa formulacion en particular. La estabilidad se comparé en las
siguientes formulaciones:

. citrato 10 mM (pH 5,2); se prepard mezclando citrato sédico (10 mM) con acido citrico (10 mM) para lograr
el pH que se necesitaba; se afadié glucosa-oxidasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 350 pg/ml,
se comprobé el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa y, si fuera necesario, se ajusté a 5,2 con acido
clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).
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. citrato 200 mM (pH 5,0); se preparé mezclando citrato sédico (200 mM) con acido citrico (200 mM) para
lograr el pH que se necesitaba; se afiadié glucosa-oxidasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 350
pg/ml, se comprobd el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa vy, si fuera necesario, se ajusté a 5,0 con
acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. succinato 10 mM (pH 5,2); se prepardé disolviendo acido succinico (10 mM) en agua y ajustando el pH con
hidréxido sédico (5 M); se afiadid glucosa-oxidasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 350 pg/ml, se
comprobd el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa y, si fuera necesario, se ajusté a 5,2 con acido
clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. succinato 200 mM (pH 5,2); se preparé disolviendo acido succinico (200 mM) en agua y ajustando el pH
con hidréxido sédico (5 M); se afadié glucosa-oxidasa a esta formulaciéon para lograr una concentracién de 350
pg/ml, se comprobd el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa vy, si fuera necesario, se ajusté a 5,2 con
acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. nicotinato 10 mM (pH 5,2); se preparé disolviendo acido nicotinico (10 mM) en agua y ajustando el pH con
hidréxido sédico (5 M); se afiadié glucosa-oxidasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 350 pg/ml, se
comprobé el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa y, si fuera necesario, se ajusté a 5,2 con acido
clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. lactato 10 mM (pH 4,7); se prepardé mezclando lactato sédico (10 mM) con acido lactico (10 mM) para lograr
el pH que se necesitaba; se afadié glucosa-oxidasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 350 pg/ml,
se comprobé el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa y, si fuera necesario, se ajusté a 4,7 con acido
clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. lactato 200 mM (pH 4,7); se preparé mezclando lactato sodico (200 mM) con acido lactico (200 mM) para
lograr el pH que se necesitaba; se afiadié glucosa-oxidasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 350
pg/ml, se comprobd el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa vy, si fuera necesario, se ajusté a 4,7 con
acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. TRIS 10 mM (pH 5,0); se preparé disolviendo base Trizma (10 mM) en agua y ajustando el pH con acido
clorhidrico (5 M); se afiadié glucosa-oxidasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 350 pg/mi, se
comprobé el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa y, si fuera necesario, se ajusté a 5,0 con acido
clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. TRIS 200 mM (pH 5,5); se preparé disolviendo base Trizma (200 mM) en agua y ajustando el pH con acido
clorhidrico (5 M); se afiadié glucosa-oxidasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 350 pg/ml, se
comprobé el pH después de la adicion de la glucosa-oxidasa y, si fuera necesario, se ajusté a 5,5 con acido
clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. lactato 10 mM + TRIS 10 mM (pH 4,7); se preparé disolviendo acido lactico (10 mM) y base Trizma (10 mM)
en agua y ajustando el pH con acido clorhidrico (5 M) o hidroxido sédico (5 M); se afiadié glucosa-oxidasa a esta
formulacién para lograr una concentracion de 350 pg/ml, se comprobé el pH después de la adicién de la glucosa-
oxidasa y, si fuera necesario, se ajusté a 4,7 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. lactato 200 mM + TRIS 200 mM (pH 5,3); se preparé disolviendo acido lactico (200 mM) y base Trizma (200
mM) en agua y ajustando el pH con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M); se afadio glucosa-oxidasa a
esta formulacién para lograr una concentracion de 350 pg/ml, se comprobd el pH después de la adicién de la
glucosa-oxidasa y, si fuera necesario, se ajusté a 5,3 con acido clorhidrico (5 M) o hidroxido sédico (5 M).

Las disoluciones se incubaron a 40 °C durante 26 semanas y luego se analizaron para determinar la actividad de
glucosa-oxidasa restante. Esto se llevo a cabo conforme al procedimiento descrito en el ejemplo 1.

Todas la formulaciones se ensayaron a su pH éptimo con respecto a la estabilidad de la glucosa-oxidasa. Nicotinato
(PKa=4,90), citrato (pKa1 = 3,14, pKa2 = 4,78, pKa3 = 6,39) y succinato (pKa1 = 4,16, pKa2 = 5,61) se ensayaron
como tampones convencionales, mostrando, a una concentracion 10 mM, una recuperacion de la actividad de
glucosa-oxidasa de 0% (citrato 10 mM), 52% (nicotinato 10 mM) y 47% (succinato 10 mM) después de incubacion a
40 °C durante 26 semanas. Se observé una recuperacion considerablemente mejor de la actividad de glucosa-
oxidasa en ausencia de tampones convencionales y en presencia de al menos un tampén desplazado. La
recuperacion fue de 91% en presencia de lactato 10 mM (pK; = 3,85) y de 70% en presencia de TRIS 10 mM (pK, =
8,30). La presencia de tanto TRIS (10 mM) como lactato (10 mM) dio como resultado una recuperacion de 90%. A
concentraciones de 200 mM de tampones convencionales la recuperacion fue como sigue: citrato - 46%, succinato -
55%. A concentraciones de 200 mM de tampones convencionales la recuperacion fue como sigue: lactato - 76%,
TRIS - 91 %, TRIS y lactato - 92%. La formulacion de tampones desplazados de dos componentes fue por lo tanto
optima, porque dio como resultado una mejor estabilidad de la enzima a ambas concentraciones ensayadas, y
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asegurd una mejor estabilidad al pH debido al efecto tamponante tanto del lado acido como del lado alcalino del pH
de la composicion.

Ejemplo 3 - Catalasa (de higado bovino) at 52 °C

Se determind la estabilidad de la catalasa en disoluciones acuosas a una concentracion de 100 pg/ml. Se compard
la estabilidad entre disoluciones preparadas tanto en presencia como en ausencia de tampones convencionales, y
en presencia de tampones desplazados. En cada caso, el pH de la formulacion fue éptimo con respecto a la
estabilidad de la catalasa en esa formulacion en particular. La estabilidad se compardé en las siguientes
formulaciones:

. citrato 10 mM (pH 6,4); se prepard mezclando citrato sédico (10 mM) con acido citrico (10 mM) para lograr
el pH que se necesitaba; se afiadié catalasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 100 pg/ml, se
comprobé el pH después de la adicién de la catalasa vy, si fuera necesario, se ajusté a 6,4 con acido clorhidrico (5 M)
o hidréxido sédico (5 M).

. maleato 10 mM (pH 6,5); se preparé disolviendo maleato sédico (10 mM) en agua y ajustando el pH con
acido clorhidrico (5 M); se afiadié catalasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 100 ug/ml, se
comprobd el pH después de la adicién de la catalasa vy, si fuera necesario, se ajusté a 6,5 con acido clorhidrico (5 M)
o hidréxido sédico (5 M).

. lactato 10 mM (pH 6,4); se prepardé mezclando lactato sédico (10 mM) con acido lactico (10 mM) para lograr
el pH que se necesitaba; se afiadié catalasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 100 pg/ml, se
comprobé el pH después de la adicién de la catalasa vy, si fuera necesario, se ajusto a 6,4 con acido clorhidrico (5 M)
o hidréxido sédico (5 M).

. TRIS 10 mM (pH 6,7); se prepar6 disolviendo base Trizma (10 mM) en agua y ajustando el pH con acido
clorhidrico (5 M); se afiadi6 catalasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 100 ug/ml, se comprobd el
pH después de la adicion de la catalasa y, si fuera necesario, se ajust6 a 6,7 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido
sédico (5 M).

. lactato 10 mM + TRIS 10 mM (pH 6,9); se preparé disolviendo acido lactico (10 mM) y base Trizma (10 mM)
en agua y ajustando el pH con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M); se afnadié catalasa a esta
formulacién para lograr una concentracion de 100 ug/ml, se comprobd el pH después de la adicién de la catalasa v,
si fuera necesario, se ajusté a 6,9 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. proteina pura (pH 6,8); se preparé disolviendo catalasa (100 ug/ml) directamente en agua y ajustando del
pH con acido clorhidrico (10 mM).

Las disoluciones se incubaron a 52 °C durante 42 horas y luego se analizaron para determinar la actividad de
catalasa restante. Esto se llevd a cabo conforme al procedimiento siguiente: se afadieron 2 ml de perdxido de
hidrogeno (30 mM en agua) a 18 ml de PBS en un recipiente de polipropileno de 125 ml. Se afadieron 100 ul de
muestra (que contenia 100 pyg/ml de catalasa) y se mezclaron. La mezcla resultante se incubd a temperatura
ambiente exactamente durante 30 min. Mientras tanto, los siguientes reactivos se mezclaron en una cubeta plastica
para las medidas espectrofotométricas:

) 2,73 ml de tampon de citrato/fosfato (0,1 M, pH 5,0)
. 100 pl de TMB (3 mg/ml, disueltos en DMSO)
° 100 ul de lactoperoxidasa

Después del periodo de incubaciéon de 30 min, se afiadieron 70 ul de la mezcla que contenia la catalasa a la cubeta,
y se leyo la absorbancia en aproximadamente 30 s. Los resultados se expresaron como tanto por ciento de
recuperacion, con referencia a la absorbancia medida en las muestras recién preparadas (es decir, antes de la
incubacién a una temperatura elevada).

Citrato (pKa1 = 3,14, pKa2 = 4,78, pKs3 = 6,39) y maleato (pKa1 = 1,83, pKa2 = 6,20) se ensayaron como tampones
convencionales, mostrando una recuperacion de la actividad de catalasa de 12% (citrato) y 13% (maleato) después
de incubacion a 52 °C durante 42 horas. Se observé una estabilidad considerablemente mejorada en ausencia de
tampones convencionales. La recuperacion fue aproximadamente de 48% si la proteina se incubé en agua pura
ajustada a pH 6,8. Se observé una recuperacion similar en presencia de componentes con pKs al menos una unidad
superior o una unidad inferior al pH de la composicion. La recuperacion fue como sigue: 45% en presencia de TRIS
(pKa = 8,30), 44% en presencia de lactato (pKas = 3,85), 39% en presencia de purina (pKs = 8,9), 47% en presencia
tanto de TRIS (pKs = 8,30) como de lactato (pKs = 3,85). Aunque la recuperacion fue comparable entre la
formulacién sin excipientes (es decir, solamente agua con ajuste de pH) y las formulaciones que contenian
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tampones desplazados, todavia es preferible usar los tampones desplazados debido a un mejor control a lo largo del
pH en su presencia.

Ejemplo 4 - Catalasa (de higado bovino) at 40 °C

Se determind la estabilidad de la catalasa en disoluciones acuosas a una concentracion de 100 pg/ml. Se compard
la estabilidad entre disoluciones preparadas tanto en presencia como en ausencia de tampones convencionales, y
en presencia de tampones desplazados. En cada caso, el pH de la formulacion fue éptimo con respecto a la
estabilidad de la catalasa en esa formulacion en particular. La estabilidad se compardé en las siguientes
formulaciones (todas las formulaciones contenian NaCl 200 mM para mejorar la solubilidad de la enzima):

. citrato 10 mM (pH 6,8); se prepard mezclando citrato sédico (10 mM) con acido citrico (10 mM) para lograr
el pH que se necesitaba; se afiadié catalasa a esta formulacién para lograr una concentracion de 100 yg/ml, y se
afiadioé cloruro sodico para lograr una concentracion de 200 mM; se comprobé el pH después de la adicion de la
catalasa y el cloruro sédico y, si fuera necesario, se ajusté a 6,8 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. maleato 10 mM (pH 6,8); se prepard disolviendo maleato (10 mM) en agua y ajustando el pH con acido
clorhidrico (5 M); se afiadié catalasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 100 yg/ml, y se ahadioé
cloruro sdédico para lograr una concentracion de 200 mM; se comprob6 el pH después de la adicion de la catalasa y
el cloruro sédico y, si fuera necesario, se ajusté a 6,8 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sodico (5 M).

. fosfato 10 mM (pH 6,8); se prepardé disolviendo dihidrégenofosfato sédico (10 mM) en agua y ajustando el
pH con hidréxido sodico (5 M); se afiadio catalasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 100 pg/ml, y
se afiadio cloruro sédico para lograr una concentracion de 200 mM; se comprobd el pH después de la adicion de la
catalasa y el cloruro sédico y, si fuera necesario, se ajusté a 6,8 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. lactato 10 mM (pH 6,4); se prepardé mezclando lactato sédico (10 mM) con acido lactico (10 mM) para lograr
el pH que se necesitaba; se afiadié catalasa a esta formulacién para lograr una concentracion de 100 yg/ml, y se
afiadio cloruro sodico para lograr una concentracion de 200 mM; se comprobé el pH después de la adicion de la
catalasa y el cloruro sédico y, si fuera necesario, se ajusté a 6,4 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. purina 10 mM (pH 6,4); se prepard disolviendo purina (10 mM) en agua y ajustando el pH con acido
clorhidrico (5 M); se afiadié catalasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 100 yg/ml, y se ahadioé
cloruro sdédico para lograr una concentracion de 200 mM; se comprob6 el pH después de la adicion de la catalasa y
el cloruro sédico y, si fuera necesario, se ajusté a 6,4 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sodico (5 M).

. lisina 10 mM (pH 6,6); se prepard disolviendo lisina (10 mM) en agua y ajustando el pH con acido
clorhidrico (5 M); se afiadié catalasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 100 yg/ml, y se ahadioé
cloruro saédico para lograr una concentracion de 200 mM; se comprob6 el pH después de la adicion de la catalasa y
el cloruro sédico y, si fuera necesario, se ajusté a 6,6 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sodico (5 M).

. lactato 10 mM + purina 10 mM (pH 7,0); se preparo disolviendo acido lactico (10 mM) y purina (10 mM) en
agua y ajustando el pH con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M); se afiadié catalasa a esta formulacion
para lograr una concentracion de 100 pug/ml, y se afadié cloruro sddico para lograr una concentracion de 200 mM;
se comprob6 el pH después de la adicion de la catalasa y el cloruro sédico y, si fuera necesario, se ajusté a 7,0 con
acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

. proteina pura (pH 6,4); se preparé disolviendo catalasa (100 ug/ml) directamente en una disoluciéon de
cloruro sodico 200 mM y ajustando el pH con acido clorhidrico (10 mM).

Las disoluciones se incubaron a 40 °C durante 7 dias y luego se analizaron para determinar la actividad de catalasa
restante. Esto se llevo a cabo conforme al procedimiento descrito en el ejemplo 3.

Citrato (pKa1 = 3,14, pKa2 = 4,78, pKa3 = 6,39), maleato (pKa1 = 1,83, pKa2 = 6,20) y fosfato (pKa1= 2.16, pKa2 =
7.10) se ensayaron como tampones convencionales, mostrando una recuperacion de la actividad de catalasa de 4%
(citrato o maleato) y 2% (fosfato) después de incubacion a 40 °C durante 7 dias. La recuperacién de la actividad de
catalasa fue igualmente mala (3%) en ausencia de tampon convencional (es decir, en disolucién de cloruro sodico
ajustada a pH 6,4). Se observd una estabilidad mejorada considerablemente en formulaciones de tampones
desplazados. La recuperacion fue de 11% en presencia de lisina (pKa1= 2,25 pKa2 = 9,2, pKs3 = 10,8), 58% en
presencia de lactato (pKs = 3,85), 63% en presencia de purina (pKa = 8,90) y 61 % en presencia de tanto lactato
como purina. Las formulaciones de tampones desplazados son de este modo la mejor eleccion para asegurar la
estabilidad de la catalasa.

Ejemplo 5 - Uricasa
Se determiné la estabilidad de la uricasa se disoluciones acuosas a 250 ug/ml. Se comparé la estabilidad entre

disoluciones preparadas tanto en presencia como en ausencia de tampones convencionales, y en presencia de
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tampones desplazados. En cada caso, el pH de la formulacién fue 6ptimo con respecto a la estabilidad de la uricasa
en esa formulacioén en particular. La estabilidad se comparé en las siguientes formulaciones:

. borato 20 mM (pH 8,6); se prepard disolviendo bérico (20 mM) en agua y ajustando el pH con hidréxido
sodico (5 M); se afnadi6 uricasa a esta formulacién para lograr una concentracion de 250 pg/ml, se comprobé el pH
después de la adicion de la uricasa y, si fuera necesario, se ajusté a 8,6 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido
sédico (5 M).

. purina 20 mM (pH 8,6); se prepar6 disolviendo purina (20 mM) en agua y ajustando el pH con hidréxido
sédico (5 M); se afnadié uricasa a esta formulacién para lograr una concentracion de 250 pg/ml, se comprobé el pH
después de la adicion de la uricasa y, si fuera necesario, se ajusté a 8,6 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido
sédico (5 M).

. succinato 20 mM (pH 8,6); se prepardé disolviendo acido succinico (20 mM) en agua y ajustando el pH con
hidroxido sodico (5 M); se afadié uricasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 250 pg/ml, se
comprobé el pH después de la adicion de la uricasa vy, si fuera necesario, se ajusté a 8,6 con acido clorhidrico (5 M)
o hidréxido sédico (5 M).

. citosina 20 mM (pH 9,0); se preparo6 disolviendo citosina (20 mM) en agua y ajustando el pH con hidréxido
sodico (5 M); se afnadi6 uricasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 250 pg/ml, se comprobé el pH
después de la adicion de la uricasa y, si fuera necesario, se ajusté a 9,0 con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido
sédico (5 M).

. glicina 20 mM (pH 9,0); se prepard disolviendo glicina (20 mM) en agua y ajustando el pH con acido
clorhidrico (5 M) o hidroxido sédico (5 M); se afiadié uricasa a esta formulacion para lograr una concentracion de 250
pg/ml, se comprobo el pH después de la adicion de la uricasa y, si fuera necesario, se ajusté a 9,0 con acido
clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M).

Las disoluciones se incubaron a 60 °C durante 18 horas y luego se analizaron para determinar la actividad de
uricasa restante. Esto se llevo a cabo conforme al procedimiento siguiente: Las siguientes disoluciones se mezclaron
en una cubeta de 1 cm:

. 1,5 ml de tampon de borato (25 mM, pH 8,5); se prepard ajustando el pH de acido borico 25 mM usando
hidréxido sédico (5 M).

. 0,8 ml de urato sédico (2 mM).

Se afiadieron 40 pl de muestra (que contenia 250 pg/ml de uricasa) y se mezclaron rapidamente. Se conté el tiempo
= 0 a partir de la adiciéon de la uricasa. Después de 5 min, se afiadieron los siguientes reactivos en este orden
particular (el primer reactivo debe afiadirse a los 5 minutos exactamente, el tiempo de la adiciéon de los otros
reactivos es menos crucial):

) 0,8 ml de tampon de citrato/fosfato (0,5 M, pH 4,0) se prepar6 mezclando acido citrico 0,5 mM con
hidrogenofosfato disédico 0,5 mM para lograr el pH que se necesitaba.

. 100 pl de TMB (3 mg/ml, disueltos en DMSO).

. 100 pl de lactoperoxidasa (1 mg/ml, disueltos en agua).

La disolucion resultante se mezclé completamente, y se leyd la absorbancia a 630 nm, usando un espectrofotometro
Unicam UV-visible (tipo: Helios gamma). Los resultados se expresaron como tanto por ciento de recuperacion, con
referencia a la absorbancia medida en las muestras recién preparadas (es decir, antes de la incubaciéon a una
temperatura elevada).

Borato (pKas = 9,27), y purina (pKa = 8,90) se ensayaron como tampones convencionales, mostrando una
recuperacion maxima de la actividad de uricasa de 48% (borato) y 52% (purina) después de incubacion a 60 °C
durante 18 horas. Se observd una mejor estabilidad de la uricasa en ausencia de tampones convencionales y en
presencia de tampones desplazados. La recuperacion fue de 72% en presencia de succinato (pKa1 = 4,16, pKa2 =
5,51), 64% en presencia de glicina (pKa1 = 2,43 pKa2 = 9,84), y 78% en presencia de citosina (pKa1 = 4,5, pKa2 =
12,2). El uso de tampones desplazados es de este modo 6ptimo para asegurar la estabilidad de la uricasa.

Ejemplo 6 - vacuna contra la hepatitis B recombinada

Se determind la estabilidad de la vacuna contra la hepatitis B recombinada en presencia de un adyuvante apropiado
(suspension de hidréxido de aluminio), en disoluciones acuosas a 20 pg/ml de proteina y 0,5 mg/ml de hidréxido de
aluminio. Estas concentraciones son las mismas que las del producto de vacuna comercial. Se comparé la
estabilidad entre disoluciones preparadas en presencia de tampones convencionales, y en presencia de tampones
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desplazados. En cada caso, el pH de la formulacion fue 6ptimo con respecto a la estabilidad del antigeno de la
hepatitis B en esa formulacion en particular. Se comparé la estabilidad en las siguientes formulaciones (todas las
formulaciones contenian fosfato sédico 40 mM para asegurar la unién optima de la vacuna sobre la alimina):

. succinato 40 mM (pH 5,0); se preparo disolviendo acido succinico (40 mM) y dihidrogenofosfato sédico (40
mM) en agua y ajustando el pH con &acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sdédico (5 M); se afiadié antigeno de la
hepatitis B adsorbido sobre adyuvante de hidroxido de aluminio a la formulacion, para lograr 20 ug/ml de proteina 'y
0,5 mg/ml de hidréxido de aluminio en la formulacion.

. malato 10 mM (pH 5,0); se preparé disolviendo malato sédico (40 mM) y dihidrogenofosfato sédico (40 mM)
en agua y ajustando el pH con acido clorhidrico (5 M) o hidroxido soédico (5 M); se afiadio antigeno de la hepatitis B
adsorbido sobre adyuvante de hidréxido de aluminio a la formulacion, para lograr 20 pg/ml de proteina y 0,5 mg/mi
de hidroxido de aluminio en la formulacion.

. lactato 40 mM (pH 5,0); se preparé disolviendo lactato sddico (40 mM) y dihidrégenofosfato sodico (40 mM)
en agua y ajustando el pH con acido clorhidrico (5 M) o hidroxido soédico (5 M); se afiadio antigeno de la hepatitis B
adsorbido sobre adyuvante de hidréxido de aluminio a la formulacion, para lograr 20 pg/ml de proteina y 0,5 mg/mi
de hidroxido de aluminio en la formulacion.

. lactato 40 mM + TRIS 40 mM (pH 5,0); se preparé disolviendo acido lactico (40 mM), base Trizma (40 mM)
y dihidrogenofosfato sédico (40 mM) en agua y ajustando el pH con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M);
se afiadié antigeno de la hepatitis B adsorbido sobre adyuvante de hidroxido de aluminio a la formulacion, para
lograr 20 pg/ml de proteina y 0,5 mg/ml de hidréxido de aluminio en la formulacion.

. histidina 40 mM (pH 5,0); se prepar6 disolviendo histidina (40 mM) y dihidrégenofosfato sodico (40 mM) en
agua y ajustando el pH con acido clorhidrico (5 M) o hidroxido sédico (5 M); se afadié antigeno de la hepatitis B
adsorbido sobre adyuvante de hidréxido de aluminio a la formulacion, para lograr 20 pg/ml de proteina y 0,5 mg/mi
de hidroxido de aluminio en la formulacion.

Las disoluciones se incubaron a 55 °C durante 4 semanas y luego se analizaron para determinar la actividad
antigena restante. La actividad antigena de la vacuna contra la hepatitis B se determin6 usando el kit de diagndstico
AUSZYME monoclonal (Abbott Laboratories; no. de catalogo 1980-64). La actividad antigena se determiné tanto en
la vacuna entera como en el sobrenadante después de la centrifugacion (13.000 rpm, 5 min). La actividad antigena
se expresé como tanto por ciento con respecto al valor medido de la vacuna refrigerada sin tratar.

Succinato (pKa1 = 4,16, pKa2 = 5,51) y malato (pKas1 = 3,40, pKs2 = 5,11) se ensayaron como tampones
convencionales, mostrando una recuperacion maxima de antigeno de la hepatitis B de 64% (succinato) y 57%
(malato) después de incubacién a 55 °C durante 4 semanas. Se observé una estabilidad considerablemente mejor
en presencia de tampones desplazados. 88% en presencia de TRIS (pKs = 8,10), 91% en presencia de lactato (pKa
= 3,85), 93% en la presencia combinada de TRIS y lactato y 98% en presencia de histidina (pKa1 = 1,78, pKa2 =
6,10, pKa3 = 9,26).

Ejemplo 7 - Hormona de crecimiento humana

Se determino la estabilidad de la hormona de crecimiento humana en disoluciones acuosas a una concentracion de
1,25 pg/ml. Se compard la estabilidad entre disoluciones preparadas tanto en presencia de tampones
convencionales como en presencia de tampones desplazados. En cada caso, el pH de la formulacion fue 6ptimo con
respecto a la estabilidad de la hormona de crecimiento humana en esa formulacién en particular. La estabilidad se
comparo en las siguientes formulaciones:

. citrato 20 mM (pH 6,0); se preparé mezclando acido citrico (20 mM) con citrato sédico para lograr el pH que
se necesitaba; se afiadié hormona de crecimiento humana a esta formulacion, para lograr una concentracion de 1,25
mg/ml.

. TRIS 20 mM (pH 6,0); se prepar6 disolviendo base Trizma (20 mM) en agua y ajustando el pH con acido
clorhidrico (5 M); se afiadié hormona de crecimiento humana a esta formulacién, para lograr una concentracion de
1,25 mg/ml.

. lactato 20 mM (pH 6,0); se prepardé mezclando lactato sédico (10 mM) con acido lactico (10 mM) para lograr
el pH que se necesitaba; se afadid® hormona de crecimiento humana a esta formulacion, para lograr una
concentracion de 1,25 mg/ml.

. lactato 20 mM + TRIS 20 mM (pH 6,0); se preparé disolviendo acido lactico (20 mM) y base Trizma (20 mM)

en agua y ajustando el pH con acido clorhidrico (5 M) o hidréxido sédico (5 M); se afiadié6 hormona de crecimiento
humana a esta formulacion, para lograr una concentracion de 1,25 mg/ml.
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. citosina 20 mM (pH 6,0); se prepar6 disolviendo citosina (20 mM) en agua y ajustando el pH con hidréxido
sodico (5 M); se afiadié hormona de crecimiento humana a esta formulacion, para lograr una concentracion de 1,25
mg/ml.

. purina 20 mM (pH 6,0); se prepard disolviendo purina (20 mM) en agua y ajustando el pH con acido
clorhidrico (5 M) o hidréxido sodico (5 M); se afiadié hormona de crecimiento humana a esta formulacion, para lograr
una concentracion de 1,25 mg/ml.

. citosina 10 mM + purina 10 mM (pH 6,0); se preparé codisolviendo citosina (10 mM) y purina (10 mM) en
agua y ajustando el pH con hidréxido sédico (5 M); se afiadid hormona de crecimiento humana a esta formulacion,
para lograr una concentracion de 1,25 mg/ml.

Las disoluciones se incubaron a 40 °C durante 5 semanas y luego se analizaron para determinar la proteina intacta
restante, usando el siguiente método de HPLC de fase inversa: la fase mévil se preparé6 mezclando 71 partes (en
volumen) de una disolucién de TRIS (0,05 M, en agua ajustada con acido clorhidrico a un pH de 7,5) y 29 partes (en
volumen) de alcohol n-propilico. La fase movil se filtré antes de su uso. El cromatografo liquido (Agilent 1100 series)
se equipo con un detector de 214 nm y una columna de 4,6 x 250 mm (Phenomenex 00G-4167-E0) empaquetada
con gel de silice con butilsililo, con una granulometria de 5 um y una porosidad de 30 nm, mantenida a 45°C. El
caudal se mantuvo a 0,5 ml/min. Se inyectaron 15 pl de muestras acuosas de hormona de crecimiento humana
(tipicamente de 1-2,5 mg/ml).

Citrato (pKa1 = 3,14, pKa2 = 4,78, pKa3 = 6,39) se ensayé como tampén convencional, mostrando una recuperacion
estructural de la hormona de crecimiento humana de 5% después de incubaciéon a 40 °C durante 5 semanas. Se
observé una recuperacion considerablemente mejor de la hormona de crecimiento humana en presencia de
tampones desplazados: 39,8% en presencia de TRIS (pKa = 8,10), 38,2% en presencia de lactato (pKa = 3,85),
42,2% en presencia de TRIS vy lactato, 51,3% en presencia de citosina (pKa1 = 4,5, pKa2 = 12,2), 49,1% en
presencia de purina (pKa = 8,90) y 48,1 % en presencia de purina y citosina.

23



10

15

20

25

30

35

40

ES 2537963 T3

REIVINDICACIONES

1. Un recipiente hermético que contiene una composicidon acuosa que comprende una proteina y dos tampones de
desplazamiento, en la que un tampdén de desplazamiento tiene un pKa que es al menos 1 unidad mayor que el pH
de la composicion, y un tampon de desplazamiento tiene un pKa que es al menos 1 unidad inferior al pH de la
composicion, fijandose dicho pH de la composicidon a un valor al que la composicion tiene una estabilidad maxima
medible con respecto al pH, en la que uno de los tampones es TRIS, con la condicién de que dicha composicién
contenga no mas de 2 mM de un tampo6n convencional con un pKa que esté dentro de una unidad de pH del pH de
la composicion, y en la que cada tampoén de desplazamiento esté presente a una concentracion de 2 a 200 mM.

2. Un recipiente hermético conforme a la reivindicacion 1, en el que la composicién acuosa comprende un
tensioactivo.

3. Un recipiente hermético conforme a la reivindicaciéon 1 o reivindicacién 2, en el que cada tampon de
desplazamiento de la composicién acuosa tiene un pKa que es de 1 a 5 unidades superior o inferior al pH de la
composicion.

4. Un recipiente hermético conforme a la reivindicacién 3, en el que cada tampén de desplazamiento de la
composicion acuosa tiene un pKa que es de 1 a 4 unidades superior o inferior al pH de la composicion.

5. Un recipiente hermético conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que cada tampodn de
desplazamiento de la composicion acuosa esta presente a una concentracion de 5 a 100 mM.

6. Un recipiente hermético conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que en la composicién
acuosa

(i) 1a proteina es un antigeno de la hepatitis B y el pH es aproximadamente 5; o
(i) la proteina es la hormona de crecimiento humana y el pH es aproximadamente 6.

7. Un recipiente hermético conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que en la composicién
acuosa la proteina es una enzima terapéutica.

8. Un recipiente hermético conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que en la composicion
acuosa la proteina es un anticuerpo terapéutico.

9. Un recipiente hermético conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que en la composicién
acuosa la proteina es una hormona de crecimiento humana.

10. Un recipiente hermético conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que en la composicion
acuosa la proteina es una vacuna.

11. Un recipiente hermético conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que en la composicion
acuosa la proteina es un factor de coagulacion.

12. Un recipiente hermético conforme a la reivindicacion 11, en el que en la composicién acuosa la proteina es un
factor de coagulacion seleccionado de factor VIl y factor IX.

13. Un recipiente hermético conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que en la composicion
acuosa la proteina es insulina.

14. Un recipiente hermético conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que en la composicion
acuosa la proteina es interferon.

15. Un recipiente hermético conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que la composicion acuosa
es para usar en tratamiento o diagnosis practicados en humanos o animales.
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