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DESCRIPCION
Formulaciones de proteina
Antecedentes de la invencion

Las proteinas son mas grandes y mas complejas que los farmacos organicos e inorganicos tradicionales, al poseer
multiples grupos funcionales ademas de estructuras tridimensionales complejas, y en consecuencia su formulacion
plantea problemas especiales. Para que una proteina permanezca biolégicamente activa, una formulacion debe
conservar intacta la integridad conformacional de al menos una secuencia central de los aminoacidos de la proteina
mientras que al mismo tiempo protege a los multiples grupos funcionales de la proteina de la degradacion. Las rutas
de degradacién para las proteinas pueden implicar inestabilidad quimica (concretamente, cualquier proceso que
implique la modificaciéon de la proteina por formacién o escisidon de enlaces que dan como resultado una nueva
entidad quimica) o inestabilidad fisica (concretamente, cambios en la estructura de orden superior de la proteina). La
inestabilidad quimica puede ser el resultado de desamidacién, racemizacion, hidrélisis, oxidacién, eliminacion beta o
intercambio de disulfuro. La inestabilidad fisica puede ser el resultado de desnaturalizaciéon, agregacion,
precipitacion o adsorcion, por ejemplo. Muchas proteinas, por ejemplo enzimas, vacunas basadas en proteina
recombinante o proteinas terapéuticas son inestables y son susceptibles de degradacion estructural y la
consiguiente pérdida de actividad cuando se almacenan, particularmente en disoluciones acuosas. Las velocidades
de los procesos de degradacion son tipicamente proporcionales a la temperatura. Las proteinas en general y
particularmente las formulaciones acuosas de proteinas son por lo tanto generalmente mas estables a menores
temperaturas.

Las consideraciones de almacenamiento de formulaciones acuosas de proteinas pueden requerir también que estén
presentes conservantes en la formulacion para prevenir el crecimiento bacteriano, especialmente si el producto
acabado que contiene la formulacion se pretende para aplicaciones terapéuticas multidosis. La mayoria de
conservantes usados para prevenir el crecimiento bacteriano en formulaciones farmacéuticas que contienen proteina
no son compatibles con las formulaciones de proteina. La lista de conservantes disponibles para el cientifico de
formulacion de proteinas se estrecha rapidamente a solo unos pocos compuestos. El timerosal, un compuesto
organomercurico aromatico, se ha usado desde los afios 30 como conservante en una serie de productos bioldgicos
y farmacoldgicos, particularmente vacunas. Hoy en dia, el uso de timerosal esta limitado a varias vacunas y, debido
a problemas de seguridad, es probable que su futuro uso esté muy limitado.

Los conservantes que se han aprobado por las autoridades reguladoras para otras aplicaciones terapéuticas
multidosis incluyen compuestos tales como sales de benzalconio y alcoholes aromaticos tales como fenol, alcohol
bencilico, parabenos tales como metilparabeno o propilparabeno, catecol, resorcinol y m-cresol. Se prefieren
generalmente fenol, m-cresol y alcohol bencilico en los productos bioldgicos basados en proteina multidosis
comercializados actualmente.

El acido benzoico inhibe el crecimiento de moho, levadura y algunas bacterias, y se ha usado como conservante en
diversos productos alimentarios. Se ha usado también como agente antifingico en aplicaciones topicas. Es conocido
que la eficacia del poder antimicrobiano del acido benzoico disminuye significativamente a pH> 4,5
(http://www.nysaes.cornell.edu/necfe/pubs/pdf/Venture/venture2_chemical.html) debido a la disociacion del grupo
carboxilato.

En el cribado de conservantes para uso en formulaciones, es necesario determinar cuales niveles de conservantes
son eficaces en la prevencion del crecimiento bacteriano en la formulaciéon particular mientras se mantiene la
integridad de la proteina, asi como la integridad del conservante, en combinaciéon con los otros excipientes en la
formulacién de proteina. La eficacia del conservante depende de los otros excipientes en la formulacion, por ello el
cientifico de formulaciéon debe valorar las condiciones de las formulaciones finales en una prueba de exposicion a
conservante que satisfaga la prueba de eficacia antimicrobiana de la Farmacopea (USP <51>, vol. 32).

Generalmente, las proteinas no son extremadamente estables en presencia de conservantes. Los conservantes
preferidos comprenden tipicamente una region hidréfoba, tal como un anillo de benceno, que puede interaccionar
con regiones hidrofobas de la proteina conduciendo a una desorganizacion de la estructura proteica.

Por lo tanto, se necesitan formulaciones acuosas de proteina que tengan una estabilidad proteica mejorada a
temperatura ambiente o temperaturas menores en presencia de un conservante, particularmente un conservante
aromatico, tal como fenol o m-cresol.

Compendio de la invencion

La invencién se refiere al descubrimiento de que la adicién de iones carboxilato aromaticos, tales como iones
benzoato, inhibe la inestabilidad proteica causada por conservantes fendlicos. Tal inestabilidad puede manifestarse
por si misma, p.ej., mediante la generacion de productos de descomposiciéon o la generacion de especies de alto
peso molecular, lo que es evidencia de agregacion. Por tanto, la invencion se refiere a composiciones acuosas que
comprenden una proteina, un conservante aromatico e iones carboxilato aromaticos, tales como iones benzoato. Las
proteinas permanecen estables y son adecuadas para almacenamiento a temperatura ambiente o menor, incluso en
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forma acuosa. Preferiblemente, la composicion acuosa comprende una proteina, un conservante fendlico e iones
benzoato, en la que el pH de la composicién es al menos 1 unidad mayor que el pKa del acido benzoico. La
invencion proporciona también métodos de reduccion de la degradacion proteica por productos fendlicos en una
formulacién acuosa de una proteina susceptible de tal degradacion fendlica, que comprenden la etapa de afadir
iones carboxilato aromaticos, p.ej. iones benzoato, a la formulacion, en los que la formulacion se mantiene a un pH
que es al menos 1 unidad mayor que el pKa del acido benzoico.

Descripcion detallada de la invencién

Por consiguiente, las formulaciones acuosas de proteina de la presente invencion comprenden iones benzoato u
otros iones carboxilato aromaticos y tienen estabilidad mejorada en presencia de conservantes aromaticos que son
fenol, m-cresol o alcohol bencilico.

Como se usa en la presente memoria, “conservante” es un compuesto que puede afadirse a una formulacién
acuosa de proteina para reducir esencialmente la accién microbiana (p.ej. bacteriana). “Conservante” puede
significar también una combinacidon de tales compuestos, p.ej. un par de tales compuestos. Los ejemplos de
conservantes aromaticos potenciales incluyen alcoholes aromaticos (concretamente sustancias que contienen tanto
un anillo aromatico como una funcién alcohol, no necesariamente conectados directamente) tales como fenol,
alcohol bencilico, parabenos tales como metilparabeno o propilparabeno, catecol, resorcinol, m-cresol y clorocresol,
preferiblemente fenol, m-cresol y alcohol bencilico. Los “parabenos” son ésteres de acido carboxilico del acido 4-
hidroxibenzoico. Por ejemplo, el alcohol aromatico puede contener una funcién hidroxilo enlazada directamente con
un anillo aromatico. Los anillos aromaticos incluyen anillos aromaticos carbociclicos tales como anillos de fenilo y
naftilo y anillos aromaticos heterociclicos tales como anillos heteroaromaticos de 5-10 miembros que contienen uno
o mas (p.ej. 1 a 3) heteroatomos seleccionados de N, O y S, especialmente N y particularmente O. Los conservantes
aromaticos no deberian contener una funcion acido carboxilico.

Son una subclase de conservantes de alcohol aromatico los conservantes fendlicos tales como fenol o derivados de
fenol (concretamente incluyen al menos un anillo fenilo con —OH enlazado). Son una segunda subclase de
conservantes de alcohol aromatico los alcoholes bencilicos, tales como alcohol bencilico o derivados de alcohol
bencilico. La invencién esta basada en parte en el descubrimiento de que los conservantes aromaticos pueden
causar la degradacion proteica, particularmente la degradacion de proteinas con superficies hidrofobas expuestas.
La invencién esta basada ademas en el descubrimiento de que la adiciéon de iones carboxilato aromaticos, tales
como iones benzoato, reduce esta degradacion. La estabilidad proteica se potencia u optimiza ademas en presencia
de iones carboxilato aromaticos y especialmente iones benzoato cuando el pH de la formulaciéon es de al menos
aproximadamente 5,2, preferiblemente al menos aproximadamente 5,5, 6, 6,5 o 7. Adecuadamente, el pH es de
aproximadamente 8,5 o menos, p.ej. 8,0 o menos. Por tanto, los intervalos de pH mas adecuados incluyen, por
ejemplo, 6 a 8,5, p.ej. 6,5 a 8,0. Se sefala que el pKa del acido benzoico es de alrededor de 4,2. Con el
mantenimiento del pH a al menos aproximadamente una unidad mayor que el pKa del acido carboxilico aromatico tal
como acido benzoico, se reduce sustancialmente la degradaciéon proteica por los conservantes fendlicos.
Adecuadamente, el pH es menor de alrededor de 5, p.ej. menor de alrededor de 4 unidades de pH mayor que el pKa
del acido carboxilico aromatico.

Los iones de acido carboxilico aromatico, p.€j. los iones benzoato, se afiaden en una cantidad eficaz para reducir la
degradacion fendlica.

Como se usa en la presente memoria, la referencia a un “carboxilato aromatico” particular, p.ej. “benzoato”, incluye
la referencia a un acido carboxilico aromatico correspondiente, p.ej. acido benzoico y viceversa, las especies
presentes en la composicion (concretamente acido o anién) de la que se determina el pH.

Puede usarse una serie de compuestos de bajo peso molecular en lugar de benzoato. Los ejemplos de tales
compuestos incluyen benzoatos sustituidos y homélogos de benzoato con grupos de puente pequefios entre el anillo
aromatico y el grupo carboxilato. Los benzoatos sustituidos pueden seleccionarse de compuestos portadores de uno
0 mas sustituyentes en otras posiciones del anillo de benceno. Los homaélogos de benzoato incluyen compuestos en
que el grupo carboxilato esta asociado (concretamente, directa o indirectamente conectado) con un sistema de anillo
aromatico fusionado, tal como naftaleno, como en el caso de acido 1-naftoico y acido 2-naftoico. Es un ejemplo
adicional xinafoato (1-hidroxi-2-naftoato).

Los acidos carboxilicos aromaticos incluyen compuestos en que la funciéon acido carboxilico esta asociada
(concretamente, conectada directamente o conectada indirectamente a través de un grupo de puente pequefo) con
un anillo aromatico. Los anillos aromaticos incluyen anillos aromaticos carbociclicos tales como anillos de fenilo y
naftilo y anillos aromaticos heterociclicos tales como anillos heteroaromaticos de 5-10 miembros que contienen uno
o mas (p.ej. 1 a 3) heteroatomos seleccionados de N, O y S, especificamente N y O, particularmente O.

El anillo aromatico mas adecuado es fenilo.

Por tanto, los homodlogos de benzoato pueden seleccionarse también de compuestos en que hay un grupo de puente
entre el anillo aromatico y el grupo carboxilato que comprende uno o dos atomos de carbono, opcionalmente
sustituido con grupos funcionales que contienen oxigeno (p.ej. hidroxi) y, en el caso de un ligador de dos carbonos,
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este puede ser saturado o insaturado. Tales homodlogos de benzoato pueden seleccionarse, por ejemplo, de acido
fenilacético, acido mandélico, acido 2-fenilpropanoico, acido fenilactico y acido cinamico. Preferiblemente, estos
compuestos de bajo peso molecular se usan a un pH al que el grupo acido carboxilico ionizable esté al menos un
90 % ionizado, concretamente a un pH al menos una unidad mayor que el pKa del grupo carboxilato del acido
carboxilico aromatico.

Adecuadamente, el acido carboxilico aromatico no es un aminoacido aromatico.

En ciertas realizaciones, el acido carboxilico aromatico comprende dos o mas (p.ej. dos) grupos acido carboxilico
como en el acido ftalico.

Cuando el acido carboxilico aromatico porta mas de un grupo carboxilato, como se usa en la presente memoria, las
referencias al pKa de dicho acido carboxilico aromatico han de leerse como referencias al menor pKa de cualquier
grupo acido carboxilico de dicho acido carboxilico aromatico.

Adecuadamente, el acido carboxilico aromatico porta un solo grupo carboxilato.

En ciertas realizaciones, se usa una mezcla de dos o mas acidos carboxilico aromaticos, por ejemplo una mezcla de
acido benzoico y acido fenilacético.

Se da una lista de acidos carboxilicos aromaticos ejemplares en la Tabla A siguiente:

Tabla A

COMPUESTO (como acido) Valor o valores de pKa del
grupo o grupos carboxilato

Acido benzoico 417

Acido 2-hidroxibenzoico (acido salicilico) 2,98

Acido 3-hidroxibenzoico 4,08

Acido 4-hidroxibenzoico 4,58

Acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (acido galico) 4.41

Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico (acido vainillico) 4,5

Acido ftalico (1,2) 2,98 5,28

Acido isoftalico (1,3) 3,46 4,46

Acido tereftalico (1,4) 3,46 4,46

Acido 1-naftoico 3,70

Acido 2-naftoico 417

Acido indol-3-acético 4,75

Acido fenilacético 4,28

Acido 3-fenilpropiénico 4,66

Acido trans-cinamico 4.44

Acido cis-cinamico 3,89

Acido mandélico 3,85

La cantidad de acido carboxilico aromatico presente en la formulacién acuosa de proteina puede variar, y puede
estar a una concentracion molar que es menor, mayor o aproximadamente la misma que la del conservante
aromatico. En el caso de un compuesto individual, la cantidad presente puede determinarse por su solubilidad
maxima en el medio acuoso a la temperatura y pH de almacenamiento deseados.

La concentracion molar de los iones carboxilato aromaticos, por ejemplo iones benzoato, puede ser de al menos
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aproximadamente 1 mM, p.ej. en el intervalo de 1-500 mM, preferiblemente 1-200 mM, mas preferiblemente 5-100
mM o 5-50 mM, tal como una concentracion molar 5 mM, 10 mM o 20 mM.

De forma similar, la cantidad de conservante aromatico presente en las formulaciones acuosas de proteina puede
variar. La concentracién molar del conservante aromatico, por ejemplo fenol, puede estar en el intervalo de 5-100
mM, preferiblemente 10-60 mM, mas preferiblemente 20-40 mM, tal como concentraciones molares de 20 mM o 30
mM. Un especialista en la materia puede determinar la cantidad de conservante requerida en una formulacién
particular basandose en el resultado clinico de una prueba de exposicién a conservante que satisfaga la prueba de
eficacia antimicrobiana de la Farmacopea (USP <51>, Vol. 32).

La invencidn es aplicable a cualquier proteina (como se describe a continuacién) usada en terapia humana o animal
que requiera una administracion multidosis y la presencia de un conservante aromatico. La concentracion de
proteina en las composiciones para uso terapéutico o profilactico varia dentro de un amplio intervalo de
concentracion, desde aproximadamente 1 pyg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, dependiendo de la indicacion y la
naturaleza del producto terapéutico. Ademas, la administracion subcutanea multidosis de las proteinas terapéuticas
puede requerir concentraciones mayores de 100 mg/ml, tales como 150 mg/ml, 200 mg/ml o 300 mg/ml. La presente
invencion es aplicable dentro del intervalo completo de concentraciones de proteina entre aproximadamente 1 ug/ml
y aproximadamente 300 mg/ml.

EL término “proteina” se usa en la presente memoria para incluir moléculas o complejos moleculares que tienen una
secuencia aminoacidica de suficiente longitud de cadena para producir una estructura secundaria, e incluye cadenas
polipeptidicas sencillas o complejos proteicos que comprenden dos o mas polipéptidos. El término “proteina”
pretende englobar moléculas que comprenden opcionalmente restos no aminoacidicos ligados covalentemente,
tales como péptidos glicosilados, lipoproteinas, proteinas pegiladas o conjugadas. Se incluyen en el término
“proteina” metaloproteinas que tienen una estructura tridimensional particular y una actividad bioldgica de interés, en
que actividad y/o estructura son dependientes de la retencién de un i6n metalico particular en un sitio de unién en la
proteina. El metal puede unirse directamente a las cadenas laterales aminoacidicas de la proteina o puede ser parte
de un componente quimico mas complejo que se une a la estructura proteica. Se incluyen también en el término
“proteina” los sistemas supramoleculares basados en proteina, definidos como sistemas compuestos por un nimero
discreto de subunidades o componentes moleculares ensamblados. Los ejemplos de tales sistemas
supramoleculares incluyen multimeros proteicos, particulas de tipo virus y virus inactivados o atenuados.

Las proteinas usadas en la invencion reivindicada son preferiblemente aquellas pretendidas para aplicaciones
multidosis, tales como en viales multidosis, plumas de inyeccion, bombas y otros dispositivos. El conservante es un
componente esencial en tales aplicaciones.

Las proteinas usadas en la invencion reivindicada tienen preferiblemente una region atractora de fenol. Tales
proteinas pueden identificarse o caracterizarse por una superficie hidréfoba o un dominio o regién accesible.

Los ejemplos de proteinas usadas en la invencion reivindicada incluyen: hormonas y factores de crecimiento
proteicos o peptidicos tales como: insulina, glucagén, hormona de crecimiento humana, gonadotropina, hormona
estimulante de tiroides humana, factor estimulante de colonias de granulocitos, hormona paratiroidea, calcitonina y
eritropoyetina y también somatropina; enzimas terapéuticas tales como estreptocinasa, asparaginasa y urato
oxidasa y vacunas, incluyendo vacunas proteicas recombinantes.

La invencion puede emplearse también para mejorar la estabilidad del contenido proteico de vacunas, generalmente
tales como vacunas de virus inactivados o atenuados o de célula entera, tales como vacunas para hepatitis B,
Haemophilus influenza, difteria, malaria, papiloma humano, meningitis A, meningitis C, Pertussis y polio. Las
vacunas ejemplares adicionales incluyen aquellas para hepatitis A, célera, neumonia y fiebre tifoidea.

Los ejemplos de otras proteinas usadas en la invencion reivindicada incluyen anticuerpos terapéuticos,
inmunoglobulinas, proteinas de fusion, interferones incluyendo interferén alfa, interferén beta e interferon gamma,
factores de coagulacion sanguinea tales como factor VIII y factor IX y factor Vlla y péptidos antimicrobianos tales
como caspofungina.

La invencion es también aplicable a enzimas tales como uricasa y peroxidasa de rabano picante en composiciones
para aplicaciones terapéuticas o de diagnostico.

Se entendera que, aunque los ejemplos anteriores representan los tipos preferidos de proteinas usadas en la
invencion reivindicada, la invencién es aplicable a cualquier proteina o sistema que contiene proteina formulado en
presencia de un conservante, particularmente cualquiera de tales proteinas con tendencia o que muestre signos de
desestabilizacion en presencia de conservantes. Tales signos de desestabilizacion pueden ser evidentes, por
ejemplo, por la pérdida de actividad proteica después de incubacion de la formulacion que contiene conservante,
respecto a una formulacién de control que no contiene el conservante.

La proteina esta presente a la concentracion pretendida para conseguir su efecto terapéutico u otra funcién esencial.
Preferiblemente, la composicién segun todos los aspectos de la presente invencion comprende un tensioactivo
farmacoldgicamente aceptable tal como polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60, polisorbato 80, poloxamero
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188 o poloxamero 407.

Preferiblemente, la osmolaridad de la composiciéon segun todos los aspectos de la presente invencion esta entre
150-500 mOsm/l, mas preferiblemente entre 220-380 mOsm/l, lo mas preferiblemente alrededor de 300 mOsm/I.

Preferiblemente, la composicion segun todos los aspectos de la presente invencion es estéril, consiguiéndose la
esterilidad por filtraciéon de la composiciéon antes del relleno final en un envase apropiado, tal como un vial o
jeringuilla prellenada, en condiciones estériles, usando un filtro o membrana apropiado, tal como un filtro de 0,22 pm.

Las composiciones segun la presente invencién pueden contener otros componentes, tales como un agente
quelante para complejar metales o un inhibidor de proteasa para asegurar que la proteina no se digiere lentamente
por la actividad proteasa presente en la muestra. Otro aditivo que puede usarse es un polialcohol, p.ej. a una
concentracion de al menos un 0,5 %, y tipicamente hasta un 5 % (p/p). Son ejemplos de tales compuestos sacaridos
tales como sacarosa o trehalosa o alcoholes de azucar tales como inositol, lactitol, manitol o xilitol. Los ejemplos
adicionales de polialcoholes incluyen 1,2-propanodiol, glicerol, sorbitol y rafinosa. Son polialcoholes preferidos 1,2-
propanodiol y manitol.

La invencioén es aplicable a proteinas disueltas libremente en disoluciones acuosas o formas de gel acuosas o a
proteinas presentes en un sistema acuoso como una dispersién o suspension, asi como a proteinas enlazadas con
sustratos solidos tales como coadyuvante de vacuna o membrana celular mediante interacciones hidréfobas, idnicas
o de intercambio de ligando. La invencion es también aplicable a proteinas en estado solido donde se ha retirado el
agua parcial o totalmente de una disolucion acuosa por secado o liofilizacion o secado por pulverizacion donde sigue
presente agua libre o unida.

Por tanto, segun la invencion, se proporciona un método que comprende retirar parcial o totalmente el agua de una
disolucién acuosa segun la invencion; se proporciona también el producto de tal método.

Una formulacion “estable” es aquella en que la proteina en la misma retiene sustancialmente su estabilidad e
integridad fisica y quimica tras almacenamiento. “Estabilidad mejorada” como se usa en la presente memoria
significa que una formulacién de proteina es mas estable en presencia de un conservante y los iones benzoato
aromaticos en comparacion con la misma formulacién de proteina en presencia del conservante solo en las mismas
condiciones de prueba.

Estan disponibles en la materia diversas técnicas analiticas para medir la estabilidad proteica (véanse, por ejemplo,
Herron J.N., Jiskoot W. y Crommelin J.A. (Eds.) Physical Methods to Characterize Pharmaceutical Proteins. Plenum
Press, Nueva York/Londres, 1995). La estabilidad puede medirse a una temperatura seleccionada y durante un
periodo de tiempo seleccionado. Aunque la estabilidad al almacenamiento a 2-8 y 25 °C es tipicamente de
importancia practica, puede usarse el almacenamiento en condiciones de estrés acelerado, tal como a 40 o 60 °C,
para valorar la estabilidad de la proteina. Las formulaciones de la invencién tienen estabilidad mejorada tras
almacenamiento a temperaturas que oscilan de la temperatura de refrigeracion a la temperatura ambiente durante al
menos 1 mes, preferiblemente durante al menos 13 semanas. En una realizacién preferida de la misma, tales
formulaciones tienen estabilidad mejorada tras almacenamiento a temperaturas entre 2 y 8 °C durante varios meses,
p.ej. durante 3 meses, preferiblemente durante al menos 12 meses, lo mas preferiblemente durante al menos18
meses. En una realizacién preferida de la misma, tales formulaciones tienen estabilidad mejorada a temperaturas
entre 15 y 25 °C durante al menos 13 semanas. En otra realizacion preferida, la composicion es estable al
almacenamiento a 25 °C durante un minimo de 18 semanas. En otra realizaciéon, la composicion es estable al
almacenamiento a 5 °C durante un minimo de 26 semanas y preferiblemente al menos 52 semanas.

Como se discute anteriormente, los iones benzoato, el estabilizante preferido segun la presente invencién, se usan
preferiblemente a un pH mayor de aproximadamente 5,2. Pueden usarse tampones, particularmente tampones de
desplazamiento, para controlar y mantener el pH. Los tampones de desplazamiento se describen, por ejemplo, en el
documento W02008084327A2. En una realizacién particularmente preferida, se selecciona un sistema de tampoén de
desplazamiento que comprende benzoato y un segundo tampén. El segundo tampdn se selecciona preferiblemente
del grupo consistente en TRIS, glicina, arginina y metionina.

En un sistema de tampdn de desplazamiento, se prefiere tipicamente evitar usar una especie ionizable que tenga un
pKa a una 1 unidad de pH del pH seleccionado. Tales tampones de desplazamiento estan adecuadamente
presentes a una cantidad tal que la molaridad de cada tampén sea al menos 1 mM y/o menor de 1 M,
preferiblemente de 2 mM a 200 mM, lo mas preferiblemente de 5 mM a 100 mM. En una realizacién, estan
preferiblemente presentes uno o mas tampones de desplazamiento a una concentracion de 1 mM a
aproximadamente 1 M; mas preferiblemente a una concentracion de aproximadamente 2 mM a aproximadamente
200 mM, e incluso mas preferiblemente a una concentracién de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 100
mM.

Por tanto, en una realizacién, la composicion proteica de la invencion comprende dos tampones de desplazamiento
que comprenden al menos un tampén de desplazamiento que tiene un pKa que es al menos 1 unidad mayor que el
pH de la composiciéon a la temperatura deseada, y al menos un tampon de desplazamiento (preferiblemente
benzoato) que tiene un pKa que es al menos 1 unidad menor que el pH de la composicion a la temperatura deseada.
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En una realizacién, la composicién proteica de la invencion comprende dos tampones de desplazamiento que
comprenden al menos un tampdn de desplazamiento que tiene un pKa que es al menos 1,5 unidades mayor que el
pH de la composicion a la temperatura deseada, y al menos un tampén de desplazamiento que tiene un pKa que es
al menos 1,5 unidades menor que el pH de la composiciéon a la temperatura deseada. En una realizacion, la
composicion proteica de la invenciéon comprende dos tampones de desplazamiento que comprenden al menos un
tampon de desplazamiento que tiene un pKa que es al menos 2 unidades mayor que el pH de la composicion a la
temperatura deseada, y al menos un tampoén de desplazamiento que tiene un pKa que es al menos 2 unidades
menor que el pH de la composiciéon de la temperatura deseada. Con fines de claridad, cuando un tampén de
desplazamiento posee una pluralidad de pKa, el pH de la solucion no esta a 1, 1,5 o 2, segun sea el caso, de cada
pKa.

Aparte de la contribucién al tamponamiento del pH, se mostré en muchos casos que la presencia de tampones de
desplazamiento tiene un efecto beneficioso sobre la estabilidad proteica. Por ejemplo, en una realizacion, la
actividad proteica de una proteina en una composicion de acuerdo con la invencion retiene al menos un 40 % de su
actividad durante al menos una semana, y preferiblemente al menos cuatro semanas, a una temperatura deseada
(p-€j., temperatura ambiente o mayor). En otra realizacion, la actividad proteica de una proteina en una composicion
de acuerdo con la invencion retiene al menos un 50 % de su actividad durante al menos una semana a la
temperatura deseada, y preferiblemente al menos cuatro semanas a una temperatura deseada (p.ej., temperatura
ambiente o mayor). En otra realizacion, se retiene al menos un 40 % y preferiblemente al menos un 50 % de la
actividad estructural proteica de una proteina presente en una composicion segun la invencion durante al menos una
semana, y mas preferiblemente durante al menos 4 semanas a la temperatura deseada.

De acuerdo con la presente invencién, la composicién proteica preferiblemente no comprende un tampon
convencional en una cantidad significativa. En otras palabras, la composicién proteica contiene menos de una
cantidad significativa de tampon convencional. Los tampones convencionales se aplican tipicamente a
composiciones proteicas a concentraciones de 2-200 mM, mas tipicamente a 5-50 mM y lo mas tipicamente a una
concentracion aproximadamente 20 mM. El término “tampdén convencional” se define por lo tanto en la presente
memoria como cualquier especie quimica con un pKa separado menos de una unidad, pero preferiblemente menos
de 0,5 unidades, del pH de la composiciéon medido en el intervalo de temperatura de almacenamiento pretendido de
la composicion que posee capacidad de tamponacion de la proteina. El término “menos de una cantidad
significativa” significa que el tampon convencional esta presente en la composicion a una concentracion menor de 5
mM, pero preferiblemente menor de 2 mM.

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

Aspectos adicionales de la invencién incluyen:

- el uso de iones carboxilato aromaticos para aumentar la estabilidad de una composicién acuosa que
comprende una proteina y un conservante aromatico que es fenol, m-cresol o alcohol bencilico, y

- un método de aumentar la estabilidad de una composicién acuosa que comprende una proteina y un
conservante aromatico que es fenol, m-cresol o alcohol bencilico, que comprende anadir a la composicion
iones carboxilato aromaticos.

EJEMPLIFICACION

Ejemplo 1: Efecto del ién benzoato sobre la velocidad de agregacion en composiciones acuosas de hormona de
crecimiento humana (hGH) a 40 °C en presencia de fenol como conservante.

Se siguid la formacion de especie de alto peso molecular (HMWS) en disoluciones acuosas de hGH (15 mg/ml)
usando el siguiente método de HPLC de exclusién por tamafio: Se preparo la fase moévil mezclando 97 partes (v/v)
de fosfato de sodio 63 mM (pH 7,0) con 3 partes (v/v) de propan-2-ol. Se filtré la fase mévil antes de su uso. Se
equip6 el cromatégrafo liquido (Agilent 1100 series) con un detector de 214 nm, columna de proteccién y una
columna BioSep SEC-S2000 de 7,8 x 300 mm. Se mantuvo el caudal a 0,6 ml/min. Se inyectaron15 uyl de muestras
acuosas de hGH. Se expreso el porcentaje de HMWS como la relacion del area total de todos los picos con tiempo
de elucién mas corto que la forma monomérica de hGH frente al area de pico total, ignorando los picos
correspondientes a los excipientes. Se incubaron las disoluciones de hGH a 40 °C y se valord la presencia de
HMWS en puntos temporales especificos. Ademas, se valoraron en las muestras visualmente los signos de
precipitacion visibles. Se estudié el efecto del anién benzoato (en la forma de benzoato de potasio) sobre la
velocidad de agregacion en dos disoluciones de fondo diferentes:

Disolucion de fondo 1: histidina (10 mM), manitol (264 mM), poloxamero 188 (3 mg/ml), fenol (30 mM), pH 6,1.
Disolucion de fondo 2: lactato (100 mM), TRIS (20 mM), poloxamero 188 (3 mg/ml), fenol (30 mM), pH 6,1.

Se muestra la velocidad de formacién de HMWS a 40 °C en la Tabla 1. Se mostré que la presencia de anion
benzoato 10 mM daba como resultado una menor velocidad de formacién de HMWS tanto en la disolucién de fondo
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1 como en la disolucion de fondo 2.

Tabla 1. Efecto de los componentes de formulacion sobre la velocidad de formacion de especies de alto peso
molecular (HMWS) en composiciones acuosas de hGH después de incubacion a 40 °C.

Parametros/componentes de formulacion HMWS (%)

Disolucién de fondo Benzoato (mM) TO 40 °C (4 semanas) 40 °C (9 semanas)
Disolucién de fondo 1 0 1,3 9,0 22,5

Disolucién de fondo 1 10 1,2 6,5 17,5

Disolucién de fondo 2 0 1,2 6,1 15,0

Disolucién de fondo 2 10 1,4 4.7 10,8

Ejemplo 2: Efecto de los carboxilatos aromaticos y otros compuestos sobre la estabilidad de uricasa a 60 °C en
presencia de conservantes fenol y m-cresol.

Se obtuvo uricasa de Sigma (U0880). Se formuld la enzima a 100 pg/ml. Se practicaron las medidas de actividad
enzimatica en una placa de 96 pocillos usando un ensayo 6ptico: se mezclaron 10 pl de la formulacién con 100 ul de
disolucién diluyente de enzima (tampdn borato 25 mM, pH 8,5) y 50 pl de sustrato (urato de sodio 2 mM). Se
equilibré la mezcla a temperatura ambiente durante aproximadamente 5 min Después de 5 min, se afadieron los
siguientes reactivos en este orden particular a cada muestra (el primer reactivo debe afiadirse exactamente a los 5
min, el momento de adicion de los otros reactivos es menos crucial): 50 pl de tampon citrato/fosfato (0,5 M, pH 4,0);
15 y de TMB (3 mg/ml, disuelto en DMSO) y entonces 15 ul de lactoperoxidasa (1 mg/ml, disuelta en agua). Se
mezclé concienzudamente la disolucion resultante y se ley6 la absorbancia a 630 nm usando un lector de placas. Se
calibré la densidad 6ptica usando un intervalo de concentraciones de una disolucién enzimatica de referencia. Se
llevaron a cabo todas las medidas por triplicado y se registré el valor medio. Se encontré en los experimentos
preliminares que la estabilidad de la enzima era éptima a un pH de alrededor de 8,0, con un minimo efecto de la
fuerza idnica sobre la estabilidad. Se estudié la conservacion de la actividad enzimatica en una formulacion de fondo
que contenia histidina 10 mM y 1,2-propanodiol 300 mM, ajustada a pH 8. Con la excepcion de las muestras de
control, las disoluciones enzimaticas contenian fenol (30 mM) o alcohol bencilico (30 mM) como conservante. Se
estudié el efecto de los excipientes estabilizantes comparando la estabilidad de uricasa en la disoluciéon que contiene
el conservante solo con la disoluciéon que contiene tanto conservante como componente estabilizador. Se seleccioné
la concentracion de los aditivos ensayados basandose en su solubilidad en disoluciones acuosas.

Se mostré (Tabla 2) que la presencia de conservantes (fenol o alcohol bencilico) daba como resultado el deterioro
de la estabilidad de uricasa a 60 °C. Mientras que se observaba un 78,9 % de la actividad original de la enzima
después de incubacién a 60 °C durante 6 horas en ausencia de conservantes, la recuperacién de actividad era del
55,6 % en presencia de fenol y de 57,5 % en presencia de alcohol bencilico. La presencia de un carboxilato
aromatico como excipiente adicional en las composiciones que contienen conservante daba como resultado la
reduccion del efecto desestabilizante de los conservantes. En contraposicion, la presencia de un carboxilato
carbociclico no aromatico (iones de acido ciclohexanocarboxilico) causaba un aumento del efecto desestabilizante.

Tabla 2. Efecto de los componentes de formulacion sobre la estabilidad de uricasa a 60 °C en una composicién de
fondo consistente en histidina (10 mM) y 1,2-propanpdiol (300 mM), pH 8,0. La estabilidad se expresa como
porcentaje de la actividad medida después de incubacién a 60 °C durante 6 horas con respecto a la actividad medida
en una muestra recién preparada.

Muestra (con respecto a la presencia de un conservante y aditivos Conservante
adicionales)

Actividad de recuperacion

Fenol (30 | Alcohol bencilico (30

mM) mM)
Sin conservante, sin aditivo 78,9 % 78,9 %
Conservante, sin aditivo 55,6 % 57, 7%

Aditivos probados (todos en presencia de conservante)
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Acido ciclohexanocarboxilico (20 mM) 28,5 % 41,9 %
Acido mandélico (20 mM) 68,6 % 85,8 %
Acido ftalico (10 mM) 67,8 % 75,8 %
Acido trans-cinamico (5 mM) 58,5 % 69,0 %
Acido fenilacético (56 mM) 57,7 % 66,6 %
Acido benzoico (20 mM) 67,2 % 79,3 %

Ejemplo 3: Efecto de los carboxilatos aromaticos sobre la estabilidad de peroxidasa de rabano picante (HRP) a 60 °C
en presencia de un conservante

Se obtuvo HRP de Sigma (P8250). Se formulé la enzima a 0,5 mg/ml. Se practicaron medidas de la actividad
enzimatica en una placa de 96 pocillos usando un ensayo 6ptico: se mezclaron 20 pl de la formulacién con 180 pl de
disolucion de diluyente enzimatico (ABTS 1,82 mM, perdxido de hidrogeno 28 mM en tampodn fosfato de sodio 0,1 M,
pH 7,0). Se mezclé la disolucién resultante concienzudamente y se leyo la absorbancia a 630 nm usando un lector
de placas después de 5 min. Se calibré la densidad éptica usando un intervalo de concentraciones de una disoluciéon
enzimatica de referencia. Se llevaron a cabo todas las medidas por triplicado y se registré el valor medio. Se
encontro que la estabilidad de la enzima en los experimentos preliminares era 6ptima a un pH de alrededor de 7,0 y
relativamente independiente de la fuerza idnica. Se estudié la conservacion de la actividad enzimatica en
formulaciones de fondo que contenian TRIS 10 mM y 1,2-propanodiol (300 mM) a pH 7,0. Con la excepcion de las
disoluciones de control, las disoluciones contenian m-cresol (30 mM). Se estudié el efecto de los excipientes
estabilizantes comparando la estabilidad de HRP en la disolucién que contiene el conservante solo con la de la
disolucién que contiene tanto el conservante como el componente estabilizante. Se selecciond la concentraciéon de
los aditivos ensayados basandose en su solubilidad en disoluciones acuosas.

Se mostré (Tabla 3) que la presencia de un conservante seleccionado (m-cresol) daba como resultado un ligero
deterioro de la estabilidad de HRP A 60 °C. Mientras que se observaba un 90,2 % de la actividad original de la
enzima después de incubacién a 60 °C durante 6 horas en ausencia de conservante, la recuperacion de actividad
era de un 79,5 % en presencia de m-cresol. La presencia de un carboxilato aromatico como excipiente adicional en
las composiciones que contienen conservante daba como resultado la reduccion del efecto desestabilizante de los
conservantes.

Tabla 3. Efecto de los componentes de formulacion sobre la estabilidad de HRP a 60 °C en una composicion de
fondo consistente en TRIS (10 mM) y 1,2-propanodiol (300 mM), pH 7,0. La estabilidad se expresa como porcentaje
de actividad medido después de incubacién a 60 °C durante 6 horas con respecto a la actividad medida en una
muestra recién preparada.

Muestra (con respecto a la presencia de m-cresol como conservante y aditivos | m-cresol como

adicionales) conservante
Recuperacion de
actividad

Sin conservante, sin aditivo 90,2 %

Conservante, sin aditivo 79,5 %

Aditivos ensayados (todos en presencia de conservante)

Acido fenilacético (5 mM) 97,0 %

Acido benzoico (20 mM) 99,3 %
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién acuosa que comprende una proteina, un conservante aromatico e iones carboxilato
aromaticos, en la que el conservante aromatico es fenol, m-cresol o alcohol bencilico.

2. Una composicién de la reivindicacion 1, en la que los iones carboxilato aromaticos se seleccionan de iones
benzoato, benzoatos sustituidos y homdélogos de benzoato con grupos de puente pequerios entre el anillo aromatico
y el grupo carboxilato.

3. Una composicion segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que el pH de la composicion es al
menos una unidad mayor que el pKa del grupo carboxilato del carboxilato aromatico.

4. Una composicion de la reivindicacion 1, en la que los iones carboxilato aromatico son iones benzoato y en
la que preferiblemente los iones benzoato derivan de acido benzoico ionizado al menos al 90 %.

5. Una composicién segun cualquier reivindicacion anterior, en la que el pH de la composicién es de al menos
aproximadamente 5,2, por ejemplo al menos aproximadamente 5,5, preferiblemente al menos aproximadamente 6,0
y/o la composicién comprende ademas un tampon seleccionado del grupo consistente en TRIS, glicina, arginina y
metionina.

6. Una composicidon segun cualquier reivindicacion anterior, en la que la concentracion molar de iones
carboxilato aromaticos es de al menos 1 mM, por ejemplo de 5 a 50 mM.

7. Una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la proteina es una proteina
terapéutica para aplicacion multidosis; y/o la proteina selecciona del grupo consistente en hormonas peptidicas y
factores de crecimiento, enzimas terapéuticas, interferones de vacunas y factores sanguineos; y/o la composicion
comprende uno o mas agentes estabilizantes de proteina, tales como inhibidores de proteasa, agentes quelantes,
azucares o detergentes.

8. Una composiciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la proteina es el contenido
de proteina de una vacuna que contiene un virus inactivado o atenuado o una vacuna de célula entera.

9. Una composiciéon segun cualquier reivindicacion precedente, para uso en terapia o diagnostico practicados
en el cuerpo humano o animal.

10. Un envase sellado que contiene una composicion segun cualquier reivindicacion precedente.

11. Un método de reduccion de la degradacion proteica por conservantes fendlicos en una formulaciéon acuosa
que comprende un conservante fendlico y una proteina susceptible de degradacion fendlica, que comprende la
etapa de anadir iones carboxilato aromaticos a la formulacién, en el que la formulacién se mantiene a un pH al
menos 1 unidad mayor que el pKa del correspondiente acido carboxilico aromatico, en el que el conservante es
fenol, m-cresol o alcohol bencilico.

12. Un método segun la reivindicacion 11, en el que los iones carboxilato aromaticos son iones benzoato y el
pH es de al menos aproximadamente 5,2; y/o se retiene al menos un 50 % de actividad proteica durante al menos
una semana a una temperatura deseada, preferiblemente durante al menos cuatro semanas a una temperatura
deseada.

13. Uso de iones carboxilato aromaticos para aumentar la estabilidad de una composicion acuosa que
comprende una proteina y un conservante aromatico, en el que el conservante aromatico es fenol, m-cresol o
alcohol bencilico.

14. Un método para aumentar la estabilidad de una composicion acuosa que comprende una proteina y un
conservante aromatico, que comprende afadir a la composicion iones carboxilato aromaticos, por ejemplo iones
benzoato, en el que el conservante aromatico es fenol, m-cresol o alcohol bencilico; y en el que preferiblemente el
pH de la composicién acuosa es de al menos aproximadamente 5,2 y/o aproximadamente 8,5 o menos.
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