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DESCRIPCION
Una formulacién liquida estable de la hormona del crecimiento humana.
Campo técnico

[0001] La presente invencion se refiere a una formulacion liquida estable que comprende la hormona del
crecimiento humana, L-lisina o L-arginina y un copolimero de poli(oxietileno) y poli(oxipropileno) o polioxiestearato
de polietilenglicol-15.

Antecedentes de la técnica

[0002] La hormona del crecimiento humana, que se produce en la hipofisis humana, es un polipéptido de
cadena Unica de 191 aminoacidos con un peso molecular de aproximadamente 22.000 Da. La hormona del
crecimiento humana se usa fundamentalmente para tratar el enanismo hipofisario en los nifios (Endocrinol. Rev. 4,
155, 1983).

[0003] La hormona del crecimiento humana tiende a ser inestable en las preparaciones farmacéuticas. Los
productos de degradacion de la hormona del crecimiento, que incluyen productos desamidados o sulfoxidados y
formas diméricas o poliméricas, pueden generarse en disolucién. Una reaccién de degradacion quimica
predominante de la hormona del crecimiento humana es la desamidacion, que tiene lugar especialmente en el resto
de asparagina en la posicion 149, por hidrdlisis directa o a través de una succinimida ciclica intermedia para formar
L-asp-hGH, L-iso-asp-hGH, D-asp-hGH y D-iso-asp-hGH. En la actualidad, no se cree que estos productos
desamidados de la hormona del crecimiento humana sean téxicos o tengan una actividad biolégica o propiedades de
unién a receptores alteradas, pero la estabilidad conformacional de los sulféxidos esta reducida en comparacién con
la hormona del crecimiento humana nativa.

[0004] La hormona del crecimiento humana desamidada no es deseable para su uso como medicamento
porgue supone un deterioro de la calidad, a pesar de tener una actividad bioldgica inalterada y, por lo tanto, el
contenido permitido de la misma se indica en la especificacion publica de pureza. Ademas, la formaciéon de
agregados de la hormona del crecimiento, como dimeros o polimeros, causa una inmunogenicidad no deseada, que
conlleva problemas de seguridad in vivo, y sélidos en suspension, que dan lugar a un problema de aspecto, lo que
resulta desagradable para el paciente.

[0005] La estabilidad de la proteina guarda una estrecha relacion con el agua. Generalmente, la hormona del
crecimiento esta disponible comercialmente en una formulacion liofilizada para aumentar su estabilidad, que debe
reconstituirse antes de su uso. Sin embargo, se han llevado a cabo numerosos estudios sobre formulaciones
liquidas de la hormona del crecimiento humana con el fin de mejorar la conveniencia para los médicos y los
pacientes. Por ejemplo, la patente de EE.UU. n.° 6.448.225, que se refiere a Nutropin AQ de Genentech, desvela
una formulacién acuosa de la hormona del crecimiento humana que comprende la hormona del crecimiento, manitol,
un tampon y un tensioactivo no iénico, en que el tampon de citrato se considera un ejemplo preferido. La solicitud de
patente coreana n.° 10-1999-0001217 proporciona una formulacion acuosa estable en la que la hormona del
crecimiento humana se disuelve en una disoluciéon tampon que se preparara con un tampoén de acidez ligera a
moderada, preferentemente un tampén de maleato, que contiene cloruro de benzalconio. La solicitud de patente
coreana n.° 10-1998-0052483 describe una formulacion liquida farmacéuticamente estable de la hormona del
crecimiento humana, en la que se prefiere una disolucién tampén que consta de acetato de sodio y glutamato de
sodio. Ademas, en la solicitud de patente coreana n.° 10-1994-0702139, Novo Nordisk A/S describe una formulacién
farmacéutica que comprende una hormona del crecimiento y un aminoacido seleccionado del grupo que consta de
Asp, He, Val, Leu e His o un derivado de histidina o un péptido que comprende al menos un aminoécido basico y al
menos un aminoacido acido y un detergente no iénico, como polisorbato o poloxamero. Actualmente, Novo Nordisk
A/S comercializa Norditropin SimpleXx que contiene la hormona del crecimiento humana, un tampén de histidina, un
tensioactivo no iénico, cloruro de sodio y un conservante.

[0006] El documento WO 97/39768 describe una formulacion farmacéutica que contiene la hormona del
crecimiento, un aminoacido y un detergente no iénico.

[0007] Sin embargo, aunque se han llevado a cabo diversos intentos para proporcionar una formulacion

liguida de la hormona del crecimiento, segin se describe anteriormente, existe la necesidad de una formulacion
liguida de la hormona del crecimiento de mayor estabilidad.
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Descripcion
Problema técnico

[0008] Un objetivo de la presente descripcién es proporcionar una formulacién liquida estable de la hormona
del crecimiento humana mediante la combinacién de un aminoacido especifico, como L-lisina o L-arginina, con un
tensioactivo especifico con el fin de minimizar la formacion de productos desamidados y la agregacion y, de este
modo, mejorar la estabilidad de almacenamiento a largo plazo y la conveniencia en relacion con las formulaciones
liquidas conocidas.

Breve descripcion de los dibujos
[0009]

La figura 1 es un grafico que muestra la tasa residual (%) de la hormona del crecimiento humana con respecto a la
deasaminacion y la agregacion cuando una formulacion liquida de acuerdo con la presente invencion se almacena a
25 °C durante tres meses.

La figura 2 es un grafico que muestra la tasa residual (%) de la hormona del crecimiento humana con respecto a la
deasaminacion y la agregacion cuando una formulacion liquida de acuerdo con la presente invencion se almacena a
una temperatura de 2 °C a 8 °C durante un afo.

Mejor manera de llevar a cabo la invencion

[0010] La presente invencion se refiere a una formacion liquida estable segin se define en las
reivindicaciones que comprende la hormona del crecimiento humana, L-lisina o L-arginina y un copolimero de
poli(oxietileno) y poli(oxipropileno) o polioxiestearato de polietilenglicol-15.

[0011] La hormona del crecimiento humana que se desea estabilizar en la formulacién liquida de la presente
invencion puede ser de origen natural o puede obtenerse de un procariota o un eucariota transformado con ADN
codificante de la hormona del crecimiento humana mediante una técnica de ADN recombinante. Un procedimiento
para la produccién de la hormona del crecimiento humana con el uso de E. coli o una levadura como hospedador
génico recombinante se describe en la bibliografia, por ejemplo, en la patente coreana n.° 25013, la patente coreana
n.° 316347 o la publicacién de patente coreana n.° 10-1997-0006498. La hormona del crecimiento humana puede
ser la natural o un derivado de la misma.

[0012] La formulacion liquida de la presente invencién comprende L-lisina o L-arginina como estabilizante. Se
prefiere el estabilizante en forma de sal, por ejemplo, clorhidrato de L-lisina o clorhidrato de L-arginina. Estos
estabilizantes mostraron un buen efecto, sin causar agregacion después del almacenamiento durante un periodo de
tiempo predeterminado en la formulacién liquida de la hormona del crecimiento humana en comparacion con otros
estabilizantes aminoacidicos convencionales. Segin se muestra en la tabla 8, los estabilizantes mencionados
anteriormente no experimentaron agregacion después de 14 dias y, por tanto, mostraron una buena estabilidad en
comparacion con histidina, que se emplea en la publicacion de patente internacional n.° WO 1997/39768. Con
respecto a la provision de una formulacion liquida estable de la hormona del crecimiento humana, estos resultados
muestran un buen efecto no descrito en la patente citada anteriormente, que describe solo el uso de un aminoacido
como estabilizante, ni en otra bibliografia conocida.

[0013] El copolimero de poli(oxietileno y poli(oxipropileno) (poloxamero) y el polioxiestearato de macrogol-15
(polioxiestearato de polietilenglicol-15) usados en la formulacién liquida de la presente invencion son tensioactivos
no iénicos. Cuando los presentes inventores emplearon los tensioactivos mencionados anteriormente, entre diversos
tensioactivos no iénicos, para combinarlos con un estabilizante especifico, la formulacion liquida resulté tener mayor
estabilidad. Estos tensioactivos mostraron buenos efectos con respecto a la desamidacion y la agregacion de la
hormona del crecimiento humana en comparacion con los polisorbatos convencionales, como Tween 20 o Tween 80
(tabla 5). El poloxamero es preferentemente poloxamero 188 (copolimero de poli(oxietileno) y poli(oxipropileno) 188)
o poloxamero 407 (copolimero de poli(oxietileno) y poli(oxipropileno) 407) y con mayor preferencia poloxamero 188
(copolimero de poli(oxietileno) y poli(oxipropileno) 188).

[0014] La formulacion liquida de la presente invencién puede incluir ademas un aditivo conocido en la
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técnica, por ejemplo, un tampdn, un agente isoténico, un conservante o un analgésico.

[0015] El tampo6n puede usarse para ajustar el pH de la formulacién liquida, sin que tenga ningin efecto
sobre la hormona del crecimiento humana y como ejemplos se consideran acetato, glutamato, lactato, malato, citrato
y fosfato. Se prefieren citrato de sodio y acetato de sodio. Como es evidente a partir de los resultados del ejemplo 4,
el tampdn no afecta a la estabilidad de la formulacién liquida de la presente invencién. Estos resultados se deben a
qgue la buena estabilidad de la formulacion liquida de la presente invencion resulta de la combinacion de un
estabilizante especifico y un tensioactivo especifico. El tamp6n esta presente en una concentracion de 5 a 100 mM y
preferentemente de 5 a 50 mM en la formulacion liquida de la presente invencion.

[0016] El agente isotonico util en la presente invencién puede incluir cloruro de sodio, manitol, sacarosa,
dextrosa, sorbitol 0 mezclas de estos. Se prefiere D-manitol. Preferentemente, el agente isotdnico esta presente en
una concentracion de 20 a 50 mg/ml en la formulacién liquida de la presente invencion.

[0017] El conservante util en la presente invencion puede incluir alcohol bencilico, fenol y meta-cresol. Se
prefiere el alcohol bencilico. El alcohol bencilico sirve como analgésico ademas de como conservante.
Preferentemente, el conservante esta presente en una cantidad en el intervalo de 1 a 9 mg/ml en la presente
formulacion liquida.

[0018] En un aspecto detallado, la formulacion liquida de la presente invencién comprende de 2,5 a 7,5
mg/ml de la hormona del crecimiento humana, del 0,01 al 1,0 % (p/v) de L-lisina o L-arginina por mg de hormona del
crecimiento humana y del 0,01 al 1,0 % (p/v) del copolimero de poli(oxietileno) y poli(oxipropileno) o de
polioxiestearato de polietilenglicol-15. En un aspecto mas detallado, la formulacion liquida comprende de 2,5 a 5,5
mg/ml de la hormona del crecimiento humana, del 0,02 al 0,5 % (p/v) de L-lisina o L-arginina por mg de hormona del
crecimiento humana y del 0,1 al 0,5 % (p/v) del copolimero de poli(oxietileno) y poli(oxipropileno) o de
polioxiestearato de polietilenglicol-15.

[0019] En un aspecto preferido, la formulacién liquida de la hormona del crecimiento humana de acuerdo con
la presente invencion comprende de 2,5 a 5,5 mg/ml de la hormona del crecimiento humana, del 0,02 al 0,5 % (p/v)
de L-lisina o L-arginina por mg de hormona del crecimiento humana, del 0,1 al 0,5 % (p/v) del copolimero de
poli(oxietileno) y poli(oxipropileno) o de polioxiestearato de polietilenglicol-15, citrato de sodio o acetato de sodio de
5 a 20 mM, de 20 a 50 mg/ml de D-manitol y de 1 a 9 mg/ml de alcohol bencilico. La formulacion liquida es
moderadamente acida o neutra y preferentemente tiene un pH entre 5,8 y 7,0, con mayor preferencia un pH entre
6,0y 6,2.

Modo de la invencién

[0020] Es posible obtener una mejor comprensién de la presente invencion por medio de los ejemplos
siguientes que se exponen para ilustrar, pero no deben interpretarse como una limitacién de la presente invencion.

EJEMPLO 1: preparacion y analisis de una formulacion | iquida de la hormona del crecimiento humana

[0021] Se prepar6 una formulacion liquida de acuerdo con la presente invencién de la manera siguiente. Se
mezclaron 4,0 mg/ml de la hormona del crecimiento humana nativa (Daewoong, Corea), suministrada en una
disolucién a granel antes de ser liofilizada, con una disolucién acuosa de acetato de sodio (Sigma), citrato de sodio
(Sigma) o fosfato monobasico de sodio (Sigma) 10 mM como tamp6n para ajustar el pH en el intervalo de 6,0 a 6,2.
Después de ajustar la disolucion a la concentracion final, se mezclé con un excipiente (D-manitol, Sigma), un
tensioactivo (polioxiestearato de macrogol-15 (Solutol HS 15, BASF), poloxamero 188 (Lutrol F 68, BASF),
poloxamero 407 (Lutrol F 127, BASF), Cremophor ELP (BASF), Tween 20 (CRILLET 1 HP, Croda) o Tween 80
(CRILLET 4 HP, Croda)), un estabilizante (polietilenglicol 300 (PEG 300, BASF), polietilenglicol 400 (PEG 400,
BASF), PVP K-12 (Kollidon 12 PF, BASF), PVP K-15 (Kollidon 15 PF, BASF), L-lisina (L-lisina-HCI, Sigma) o L-
arginina (L-arginina-HCI, Sigma)) y alcohol bencilico (Daejung, Corea) como conservante.

[0022] La formulacion liquida resultante se almacend en condiciones rigurosas a 40 °C y el 75 % de humedad
relativa durante dos semanas. La formulacion se analiz6 en cuanto a la estabilidad de la hormona del crecimiento
humana con respecto a la desamidacion y la polimerizacion con el tiempo. La desamidacion se determind mediante
HPLC de fase inversa (RP-HPLC) y la formacién de dimeros y polimeros mediante HPLC de exclusién molecular
(SEC-HPLC) de acuerdo con el procedimiento de la Farmacopea Europea (Procedimiento FE).
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EJEMPLO 2: evaluaciéon de los efectos de los tensioacti vos sobre la estabilidad de la hormona del
crecimiento humana.

[0023]

Con el fin de investigar los efectos de tensioactivos farmacéuticamente aceptables sobre la estabilidad

5 de la hormona del crecimiento humana, se prepararon formulaciones liquidas de la hormona del crecimiento humana
con los componentes listados en la tabla 1 y después se analizaron de acuerdo con el mismo procedimiento que en

el ejemplo 1.
[0024] Tabla 1
10
[Tabla 1]
Cgmponente Tampoén Ageptg Tensioactivo Conservante | Disolucion
principal isoténico
Somatropina 3,3 | Acetato de D-manitol Alcor](_)l .D'SOIUC'On
Control : -- bencilico inyectable
mg sodio 10 mM 50 mg
2,5mg 1ml
. . Alcohol Disolucion
DWE 1 Somatropina 3,3 Ace_tato de D-manitol Tween 20 bencilico inyectable
mg sodio 10 mM 50 mg 2mg
2,5mg 1ml
. . Polioxiestearato | Alcohol Disolucién
DWF 2 Somatropina 3,3 Ace.tato de D-manitol de macrogol-15 | bencilico inyectable
mg sodio 10 mM 50 mg
2mg 2,5mg 1ml
. . Cremophor Alcohol Disolucién
DWE 3 Somatropina 3,3 Ace_tato de D-manitol ELP bencilico inyectable
mg sodio 10 mM 50 mg
2mg 2,5 mg 1ml
Somatropina 3,3 | Acetato de D-manitol Tween 80 AIcor]c_)I .D'SOIUC'On
DWF 4 : bencilico inyectable
mg sodio 10 mM 50 mg 2mg
2,5mg 1ml
. . Poloxamero Alcohol Disolucién
DWE 5 Somatropina 3,3 Ace_tato de D-manitol 188 bencilico inyectable
mg sodio 10 mM 50 mg
2mg 2,5 mg 1ml
[0025] Las formulaciones liquidas preparadas de esta manera se evaluaron con respecto a la desamidacion y

la agregacion de la hormona del crecimiento humana en relacién con el tipo de tensioactivo y los resultados se
15 presentan en la tabla 2 a continuacion.

[0026]

En la tabla 2, la desamidacion (%) indica la tasa residual calibrada (%) de hormona del crecimiento

humana activa no desamidada y la agregacion indica la tasa residual calibrada (%) de hormona del crecimiento
humana activa que no forma dimeros ni polimeros en funcion del tiempo a 40 °C.

20
[0027]

Tabla 2



ES 2 605022 T3

T'0F5'66 T'0F .66 T'079'66 T'0F1'66 T'0F ¥'66 €'0¥2'08 vTea | (g4 us euidonewos)
o P R R R R uoloebaiby
0'0F 0'00T T'076'66 0'0F0'00T 0‘0F 0'00T 0'070'00T 2’07086 gela
207969 2'076'89 Z2'0FT'69 ¥'0¥ 689 Z'0FT'69 7'0¥G'Gy YTRIA | (o us euidonewos)
P . . P P P ugloepiuresad
€0FT'e8 Z0¥ 128 Z'0Fv'es €0FT'e8 €0¥6'T8 S'0¥2's9 gela
(88T oiawrexojod) (08 | (d713 Joydowsa.D) (GT-106010BW Bp (0c usaml) () 10AU0D
S 4Ma usaml) ¥ 4Ma €4Ma | oreseslsaixolod) Z 4MA T4Ma

[z elqel]




10

15

20

25

ES 2 605022 T3

[0028] En comparacién con el control, se encontr6 que las formulaciones preparadas con tensioactivos
suprimian la desamidacién y la agregacion. Estos resultados indican que el uso de un tensioactivo mejora la
estabilidad de una formulacion liquida de la hormona del crecimiento humana.

EJEMPLO 3: evaluacién de los efectos de los estabiliza ntes sobre la estabilidad de la hormona del
crecimiento humana

[0029] Con el fin de investigar la estabilidad de una formulacion liquida de la hormona del crecimiento
humana en relacién con los estabilizantes, se prepararon formulaciones liquidas de la hormona del crecimiento
humana con los componentes listados en la tabla 3 y después se analizaron de acuerdo con el mismo procedimiento
que en el ejemplo 1.

[0030] Tabla 3
Tabla 3]
Cgmponente Tampén Ageptg Tensioactivo | Estabilizante | Conservante | Disolucién
principal isoténico
Somatropina Acetatq D-manitol | Tween 20 Alcohql Plsolu0|on
Control 33m de sodio 50 m om -- bencilico inyectable
= Mg 10 mM 9 9 2,5 mg 1 ml
. Acetato . Alcohol Disolucién
DWF 6 gzmne]ltroplna de sodio I:;—Omgnltol ;'v;/r:een 20 TE/GV"/S\?O bencilico inyectable
= Mg 10 mM 9 9 ° 2,5 mg 1 ml
. Acetato . Alcohol Disolucion
DWF 7 g%mrr?troplna de sodio %bmrimto' ;’vrvneen 20 TOE/GV?\?O bencilico inyectable
=My 10 mM 9 9 ° 2,5 mg 1ml
. Acetato . Alcohol Disolucién
DWF 8 gzmne]ltroplna de sodio I:;—Omgnltol ;'v;/r:een 20 F;VHF: K-12 bencilico inyectable
= Mg 10 mM 9 9 9 2,5 mg 1 ml
. Acetato . Alcohol Disolucion
DWF 9 g%mrr?troplna de sodio %bmrimto' ;’vrvneen 20 g\r/np K-17 bencilico inyectable
=My 10 mM 9 9 9 2,5 mg 1ml
. Acetato . Alcohol Disolucién
DWF 10 gzmne]ltroplna de sodio I:;—Omgnltol ;'v;/r:een 20 Ii-rl;]ys-HCI bencilico inyectable
= Mg 10 mM 9 9 9 2,5 mg 1 ml
. Acetato . Alcohol Disolucién
DWF 11 g%mrr?troplna de sodio %bmrimto' ;’vrvneen 20 Ii-nI;ys- HCI bencilico inyectable
=My 10 mM 9 9 9 2,5 mg 1ml
[0031] Las formulaciones liquidas asi preparadas se evaluaron con respecto a la desamidacion y la

agregacion en relacién con el tipo de estabilizante y los resultados se presentan en la tabla 4 a continuacion.

[0032] Tabla 4
[Tabla 4]
Desamidacién (somatropina en %) Agregacion (somatropina en %)
Dia 7 Dia 14 Dia 7 Dia 14
Control (-) 70,8 +0,2 52,0+£0,3 100,0+£0,0 97,0 £0,2
DWEF 6 (PEG 300) 83,7+0,1 70,6 £0,2 100,0 £0,0 99,6 £0,1
DWEF 7 (PEG 400) 79,7+0,1 66,9+0,1 100,0+0,0 99,3+0,1
DWF 8 (PVP K-12) 80,8 +0,2 69,0+0,2 100,0+0,0 99,5+0,1
DWEF 9 (PVP K-17) 80,7 +£0,2 69,0+0,2 100,0+£0,0 99,4+£0,1
DWEF 10 (L-Lys-HCI) 83,3+0,1 70,4+£0,1 100,0 £0,0 100,0+£0,0
DWEF 10 (L-Agn-HCI) 83,5+0,1 70,2+0,1 100,0+£0,0 100,0 £0,0
[0033] Segun se muestra en la tabla 4, entre los estabilizantes usados, PEG 300 (polietilenglicol 300) y dos

aminoacidos, L-Lys-HCl y L-Arg-HCI, resultaron estahilizar la hormona del crecimiento humana. En particular, al usar
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L-lisina y L-arginina, la agregacion se suprimio en gran medida en la formulacion.
EJEMPLO 4: evaluacion del efecto de los tampones sobre la estabilidad de la hormona del crecimiento
humana

[0034] La formulacién liquida que contenia PEG 300, para el que se demostro que estabilizaba la hormona
del crecimiento humana en una formulacién liquida en el ejemplo 3, se examind adicionalmente en cuanto a la
estabilidad de la hormona del crecimiento humana en relacién con el tipo de tampon.
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[0035] Se prepararon formulaciones liquidas de la hormona del crecimiento a partir de los componentes
listados en la tabla 5 de acuerdo con el mismo procedimiento que en el ejemplo 1.
[0036] Tabla 5
[Tabla 5]
C(_)mponente Tampon Age’ntfe Tensioactivo Estabilizante | Conservante | Disolucién
principal isotonico
. Acetato . Alcohol Disolucién
DWF 12 gogmn?tropma de sodio %bmrimtm '2I'vr\:$en 20 TE/GV%)O bencilico inyectable
=My 10 mM 9 9 0 2,5 mg 1ml
. Citrato . Alcohol Disolucién
DWF 13 gogmn?troplna de sodio %-Omrinltol '2I'vr\fen 20 TE/GV%)O bencilico inyectable
> Mg 10 mM 9 9 ° 2,5 mg 1 ml
. Fosfato de . Alcohol Disolucién
DWF 14 gogmn?tropma sodio 10 %bmrimtm '2I'vr\:$en 20 PlEOE 3/?/0 bencilico inyectable
=My mM 9 9 2,5 mg 1ml
[0037] La estabilidad de las formulaciones liquidas asi preparadas en relacion con el tipo de tampon se

determin6 analizando la formacion de formas desamidadas y dimeros/polimeros de la hormona del crecimiento
humana con el tiempo a 40 °C. Las tasas residuales de hormona del crecimiento humana activa se describen en la
tabla 6 a continuacion.

[0038] Tabla 6
[Tabla 6]
Desamidacion (somatropina en %) Agregacion (somatropina en %)
Dia 7 Dia 14 Dia7 Dia 14

Ec\)/(\j/i';)lz (acetato de 83,7+0,1 70,6 £0,2 100,0 £ 0,0 99,27 +0,3

E;’(‘j’;)m (citrato de 82,7+0,5 70,9+0,1 100,0£0,0 99,62 +0,1

DWF 14 (fosfato de 80,8 £ 0,4 69,0 0,3 100,0 0,0 99,12 £0,4

sodio)
[0039] Los tampones se describieron convencionalmente como importantes en una formulacion liquida de la

hormona del crecimiento humana en la patente y solicitudes de patente mencionadas anteriormente (patente de los
EE. UU. n.° 6.448.225, solicitud de patente coreana n.° 10-1999-0001217 y solicitud de patente coreana n.° 10-1998-
0052483). Sin embargo, segun se muestra en la tabla 6, la formulacion liquida de la presente invencién no mostré
ninguna diferencia notable de estabilidad en funcién del tipo de tampdn usado convencionalmente.

EJEMPLO 5: comparacion de la estabilidad de formulacio nes liquidas

[0040] Con el fin de comparar la estabilidad de las formulaciones liquidas de acuerdo con la presente
invencion, se prepararon dos formulaciones liquidas de control (control 1 y control 2) con los componentes listados
en la tabla 7, a continuacion, y se compararon con formulaciones liquidas de la hormona del crecimiento humana
(hGH) preparadas de acuerdo con el mismo procedimiento que en el ejemplo 1.

[0041] Tabla 7
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Tabla 7]
Cgmponente Tampén Ageptg Tensioactivo Estabilizante | Conservante | Disolucion
principal isoténico

Somatropina | Acetato Alcohol Disolucion

Control 1 P - D-manitol | Tween 20 - bencilico inyectable
2,7mg de sodio 1ml

. . Disolucion

Control 2 Somatropina - D-manitol Poloxamero Histidina Fenol inyectable
3,3mg 188 1 mi

. Acetato . Polioxiestearato Alcohol Disolucion

DWF 15 205mn?trop|na de sodio %-Sm;nltol de macrogol-15 EE/GV%)O bencilico inyectable
= Mg 10 mM 9 2 mg ° 2,5 mg 1ml

. Acetato . Polioxiestearato Alcohol Disolucion

DWF 16 g%mne]ltroplna de sodio I%-Omrinltol de macrogol-15 TE/GVL/‘\?O bencilico inyectable
0 my 10 mM 9 2mg 0 2,5mg 1ml

. Acetato . Poloxamero Alcohol Disolucion

DWF 17 E%mn?tropma de sodio %-Smrimtol 188 Ii-rl;]ys- HCl bencilico inyectable
~ Mg 10 mM 9 2 mg 9 2,5 mg 1ml

. Acetato . Poloxamero Alcohol Disolucion

DWF 18 gc())mne]ltroplna de sodio %émrimml 188 Ié-rl;]ys- HCI bencilico inyectable
0mg 10 mM 9 2 mg 9 2,5 mg 1ml

. Acetato . Poloxamero Alcohol Disolucion

DWF 19 E%mn?tropma de sodio %-Smrimtol 188 Ii-grg- HCl bencilico inyectable
~ My 10 mM 9 2mg 9 2,5 mg 1ml

. Acetato . Poloxamero Alcohol Disolucion

DWF 20 gc())mne]ltroplna de sodio %émrimml 188 Ié-ﬁ]rg- HCI bencilico inyectable
0 mg 10 mM 9 2 mg 9 2,5 mg 1ml

[0042] Las formulaciones liquidas asi preparadas se almacenaron durante 14 dias a una temperatura de 40

°C y con el 75 % de humedad relativa (HR). Entonces, se determinaron las tasas residuales de somatropina
5 mediante SEC-HPLC. Ademas, las formulaciones se incubaron a una temperatura de 2 °C a 8 °C durante 24 horas
con agitacién horizontal (22 mm de amplitud, 220 oscilaciones por minuto) y después se examinaron con respecto a
la agregacion y el aspecto. Los resultados se presentan en la tabla 8 a continuacion.

[0043] Tabla 8
10
[Tabla 8]
40 °C, 75 % HR Agitacion durante 24 horas
Agregacion Agregacion Aspecto
Claro y transparente (X)
Ligera produccion de
Dia 14 (somatropina en %) | Dia 14 (somatropina en %) _?_g:ggoat(joo)s @)
Gran produccion de
agregados (0O0)
Control 1 97,00 £ 0,15 94,57 + 0,05 00
Control 2 99,11 + 0,05 96,26 + 0,07 o]
DWF 15 99,99 +0,01 99,99 +0,01 X
DWF 16 98,22 + 0,06 97,01 +0,15 o]
DWF 17 100,00 £ 0,00 100,00 £ 0,00 X
DWF 18 99,98 +0,01 99,97 + 0,02 X
DWF 19 100,00 + 0,00 100,00 £ 0,00 X
DWF 20 100,00 + 0,00 99,98 + 0,01 X
[0044] Segun se muestra en la tabla 8, los agregados se produjeron en mayor medida en el control 1, que no

contenia ningln estabilizante y en el segundo mayor grado en el control 2, que se prepar6 con histidina como
15 estabilizante. En contraste, las formulaciones liquidas de la presente invencién, con excepcion de DWF 16, nunca
produjeron agregados. Estos resultados indican que puede preparase una formulacion liquida estable de la hormona
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del crecimiento humana mediante la combinacion de un aminoacido especifico, L-lisina o L-arginina, o PEG 300 que
sirve de estabilizante, con un tensioactivo especifico.

[0045]

Ademas, se examinaron las tasas residuales de somatropina en las formulaciones liquidas después de

su almacenamiento a 25 °C durante tres meses y a una temperatura de 2 °C a 8 °C durante un periodo de hasta un

afo. Los resultados se presentan en la tabla 9 a continuacién y en las figuras 1y 2.

[0046] Tabla 9

[Tabla 9]
25 °C (3 meses) 2°Ca8°C(1aifo)
Desamidacion Agregacion Desamidacién Agregacion
(somatropina en %) (somatropina en %) (somatropina en %) (somatropina en %)

DWEF 15 92,34 £0,20 98,24 £ 0,08 94,56 £0,12 99,78 £0,02
DWF 16 93,15 +0,15 98,45 + 0,06 95,64 + 0,05 99,43 +0,03
DWEF 17 95,26 £0,19 100,00 + 0,00 98,06 + 0,05 100,00 = 0,00
DWEF 18 94,56 £0,18 99,93 £0,03 99,17 £0,09 100,00 0,00
[0047] Segun se muestra en la tabla 9 y en las figuras 1 y 2, las formulaciones liquidas fueron estables en

almacenamiento durante un periodo de al menos un afio.

Aplicabilidad industrial

[0048] Segun se describe anteriormente en este documento, la presente invencion emplea un estabilizante
especifico en combinacion con un tensioactivo especifico con el fin de superar el problema de la baja estabilidad de
las formulaciones liquidas de la hormona del crecimiento humana, con lo que se suprime la formacién de productos
desamidados de dicha hormona del crecimiento humana y, en particular, se evita su agregaciéon en dimeros y
polimeros y se consigue un notable aumento de la estabilidad. Por lo tanto, la formulacién liquida de acuerdo con la
presente invencién es muy resistente a influencias externas durante el transporte y el almacenamiento.
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REIVINDICACIONES
1. Una formulacién liquida que comprende:
la hormona del crecimiento humana;
L-lisina o L-arginina; y

un copolimero de poli(oxietileno) y poli(oxipropileno) o polioxiestearato de polietilenglicol-15.

2. La formulacion liquida de acuerdo con la reivindicacién 1, en que la L-lisina o L-arginina es una sal
clorhidrato.
3. La formulacion liquida de acuerdo con la reivindicacién 1, en que el copolimero de poli(oxietileno) y

poli(oxipropileno) es el poloxamero (copolimero de poli(oxietileno) y poli(oxipropileno)) 188.

4. La formulacion liquida de acuerdo con la reivindicacion 1, en que la hormona del crecimiento humana
esta presente en una cantidad que oscila entre 2,5 y 5,5 mg/ml; la L-lisina o L-arginina estan en una cantidad que
oscila entre el 0,02 y el 0,5 % (p/v) por mg de hormona del crecimiento humana; y el copolimero de poli(oxietileno) y
poli(oxipropileno) o el polioxiestearato de polietilenglicol-15 estan en una cantidad que oscila entre el 0,1y el 0,5 %

(PIV).

5. La formulacion liquida de acuerdo con la reivindicacion 1, que ademas comprende al menos un
componente seleccionado entre un tampoén, un agente isoténico, un conservante y un analgésico.

6. La formulacion liquida de acuerdo con la reivindicacion 5, en que la hormona del crecimiento humana
esta presente en una cantidad que oscila entre 2,5 y 5,5 mg/ml; la L-lisina o L-arginina estan en una cantidad que
oscila entre el 0,02 y el 0,5 % (p/v) por mg de hormona del crecimiento humana; el copolimero de poli(oxietileno) y
poli(oxipropileno) o el polioxiestearato de polietilenglicol-15 estan en una cantidad que oscila entre el 0,1y el 0,5 %
(p/v); el citrato de sodio o acetato de sodio estan en una cantidad que oscila entre 5 y 20 mM; el D-manitol esta en
una cantidad que oscila entre 20 y 50 mg/ml; y el alcohol bencilico esta en una cantidad que oscila entre 1y 9
mg/ml.
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