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DESCRIPCION
Procedimiento para evaluar la estabilidad de una formulacién a base de proteina.
Campo de la invencion

La invencién se refiere a un procedimiento para evaluar la estabilidad de una formulaciéon a base de proteina
respecto a un lubricante de un recipiente lubricado en el que se pretende almacenar dicha formulacién. La
invencion se refiere ademas a un procedimiento para adaptar una formulacion a base de proteina a un lubricante
de un recipiente lubricado y a un procedimiento para seleccionar un lubricante adaptado para lubricar un recipiente
destinado a almacenar una formulacion a base de proteina con el fin de mejorar la estabilidad de dicha formulacién
respecto al lubricante.

Antecedentes de la técnica

Los dispositivos de inyeccion prerrellenos son recipientes habituales para administrar farmacos o vacunas en
pacientes y entre ellos se incluyen jeringas, cartuchos y autoinyectores. Habitualmente comprenden un tapon
sellante de acoplamiento deslizante en un recipiente, en el que el recipiente esta lleno de una composicién
farmacéutica a fin de proporcionar al profesional sanitario un dispositivo de inyeccion listo para utilizar.

En comparacién con dispositivos de inyeccion vacios que estan llenos de una composicion farmacéutica
almacenada en viales inmediatamente antes de la inyeccion, la utilizaciéon de dispositivos de inyeccion prerellenos
comporta varias ventajas. En particular, mediante la limitacion de la preparacion previa a la inyeccion, los
dispositivos de inyeccion prerrellenos proporcionan una reduccion de los errores de dosificacion médica, un riesgo
minimizado de contaminacién microbiana y una mayor comodidad de uso para el profesional sanitario. Ademas,
dichos recipientes prerrellenos fomentan y simplifican la autoadministracion por el paciente, permitiendo reducir el
coste de la terapia e incrementando el cumplimiento por parte del paciente. Finalmente, los dispositivos de
inyeccion prerrellenos reducen la pérdida de valiosa composicion farmacéutica que habitualmente se produce al
transferir una composicion farmacéutica de un vial a un dispositivo de inyeccion no prerrelleno. Esto da como
resultado un gran numero de posibles inyecciones para un lote de fabricacion dado de producto farmacéutico,
reduciendo de esta manera los costes de compra y de la cadena de suministro.

Sin embargo, junto con dichas mejoras, la comercializacién de una composicion farmacéutica en dispositivos de
inyeccion prerrellenos supone su propio grupo de retos, particularmente en el caso de compuestos bioldgicos
sensibles. En efecto, algunos compuestos bioldgicos tales como citocinas, anticuerpos monoclonales, productos
basados en acidos nucleicos y vacunas son moléculas altamente complejas y estan sometidas a una diversidad
de rutas de degradacion que pueden impactar sobre la eficacia de la terapia y la seguridad del paciente.

Por ejemplo, en el caso de una jeringa prerrellena, algunos componentes tales como tungsteno, lubricante a base
de silicona y adhesivos han sido identificados todos como potenciales fuentes de incompatibilidad para los
compuestos biolégicos. Los lubricantes en general y mas particularmente los aceites de silicona han recibido una
atencion creciente de los cientificos de formulacién a fin de entender su compatibilidad con proteinas y vacunas.
Los aceites de silicona de grado médico, tales como poli-(dimetilsiloxano) (PDMS), se utilizan cominmente en
dispositivos de inyeccidn por sus propiedades lubricantes: garantizan un deslizamiento eficiente del tapon a lo largo
de todo el barril del dispositivo de inyeccion durante la inyeccion de la composicion farmacéutica en el paciente.
Sin embargo, se ha informado de que los aceites de silicona participan en la degradacion de proteinas terapéuticas,
tales como la formacion de particulas en formulaciones farmacéuticas, incluyendo vacunas. Dichas particulas con
frecuencia comprenden proteinas agregadas con adyuvantes y/o aceite de silicona.

Ademas de pérdidas significativas de actividad de las proteinas, pueden resultar efectos clinicos no deseados y
problemas de seguridad de la administracion parenteral de dichas proteinas agregadas. Ademas, los niveles de
agregacion, incluso a porcentaje muy bajo, tal como 1%, pueden convertir una composicion farmacéutica en
inaceptable con respecto a las mejoras practicas y normas actuales. Sin embargo, la evaluacion de la estabilidad
de una formulacién a base de proteina al almacenarla en un recipiente lubricado puede resultar dificil y requerir
mucho tiempo. Ademas, la adaptacion de una formulacién a base de proteina a dichos recipientes con frecuencia
es empirica y se lleva a cabo en una etapa tardia del desarrollo del producto. Algunas composiciones farmacéuticas
basadas en proteinas pueden llevarse de esta manera a etapas posteriores de desarrollo antes de identificar los
problemas de estabilidad principales de almacenarlas en un dispositivo de inyeccién. Esto puede dar como
resultado costosas etapas de reformulacion y la no disponibilidad de valiosas composiciones farmacéuticas para
el paciente.

Finalmente, en el caso de que se encuentren disponibles varios lubricantes, no se encuentra disponible ningun
procedimiento rapido para seleccionar el lubricante mas apropiado para una composicién dada basada en una
proteina. De esta manera, deben llevarse a cabo laboriosos estudios de estabilidad por parte de las compafias
médicas con diversos dispositivos de inyeccion y composiciones lubricantes sin ninguna posibilidad de seleccionar
las soluciones mas prometedoras.
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Jinjiang Li et al.. "Mechanistic Understanding of Protein-Silicone Oil Interactions", PHARMACEUTICAL
RESEARCH, KLUWER ACADEMIC PUBLISHERS PLENUM PUBLISHERS, NL, vol. 29, n® 6, 14 de febrero de
2012 (2012-02-14), paginas 1689 a 1697, ISSN: 1573-904X, DOI: 10.1007/S11095-012-0696-6 dan a conocer la
reduccion de la tension interfacial entre una formulaciéon a base de proteina y un aceite de silicona, debido a la
adsorcioén de las proteinas en la interfaz de aceite de silicona/formulacion a base de proteinas. Dicho documento
da a conocer, en particular, que la adicion de aditivos puede reducir la adsorcién de proteinas en la interfaz de
aceite de silicona/formulacion a base de proteinas mediante un mecanismo de adsorcién competitiva entre dichos
tensioactivos y aceite de silicona.

En consecuencia, existe una gran necesidad de un procedimiento rapido y eficiente para evaluar la estabilidad de
una formulacién a base de proteina respecto a un lubricante de un recipiente lubricado en el que se pretende
almacenar dicha formulacién. Ademas, existe una necesidad de un procedimiento fiable de guiar la formulacion de
formulaciones basadas en proteinas destinadas al almacenamiento en recipientes lubricados. Finalmente, un
procedimiento para seleccionar el lubricante mas apropiado para un recipiente destinado al almacenamiento de
una formulacioén a base de proteinas asimismo resulta deseable.

Breve descripcion de la invencion

Por lo tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para evaluar la estabilidad
de una formulacion a base de proteina que comprende una proteina, un péptido y/o un derivado de proteina y un
amortiguador respecto a un lubricante de un recipiente lubricado en el que se pretende almacenar dicha
formulacién, que comprende:

a) evaluar la reduccion en el tiempo de la tension interfacial entre el amortiguador y el lubricante,

b) evaluar la reduccién en el tiempo de la tension interfacial entre la formulacién a base de proteina y el
lubricante,

c) identificar por lo menos un componente de la formulacién a base de proteina que interactta con el lubricante
mediante la comparacién de la reduccién evaluada en la etapa b) con la reduccion evaluada en la etapa a).

Dicho procedimiento proporciona un muy buen conocimiento de la estabilidad de la formulacién a base de proteina
respecto a un lubricante de un recipiente lubricado con mediciones simples y econdmicas de la tension interfacial.
En particular, dicho procedimiento permite determinar si se produce una interaccion entre la proteina y el lubricante,
o entre el amortiguador y el lubricante. De esta manera, permite detectar problemas de estabilidad en una etapa
muy temprana del desarrollo de la formulacion y evitar caras etapas de reformulacion durante las etapas
posteriores del desarrollo de la formulacion. De esta manera, dicho procedimiento resulta valioso para mitigar el
riesgo de estabilidad durante el desarrollo de la formulaciéon a base de proteina y ahorra tiempo y dinero a las
companias farmacéuticas.

En una forma de realizacién, dicho procedimiento comprende ademas evaluar la reduccién de tension interfacial
entre cada componente del amortiguador y el lubricante en la etapa a). En efecto, la inestabilidad de la formulacion
a base de proteina y lubricante podria estar asociada a cualquier componente de la formulacién y no sélo a la
proteina. De esta manera, dicho procedimiento resulta Util para identificar el componente o componentes que
interactuan de entre todos los componentes del amortiguador.

Un segundo aspecto de la presente invencion es un procedimiento para mejorar la estabilidad de la formulacién a
base de proteina respeto al lubricante de dicho recipiente. En un primer enfoque, dicho procedimiento comprende:

a) evaluar la estabilidad de la formulacion a base de proteina segun el primer aspecto de la presente invencion,

b) seleccionar un adyuvante que produce una mayor reduccién en el tiempo de la tension interfacial con el
lubricante que la formulacién a base de proteina,

c) adaptar la formulacidon a base de proteina mediante la adicion de dicho adyuvante seleccionado a la
formulacion a base de proteina.

Dicho adyuvante ya puede encontrarse presente en el amortiguador y su concentracion de esta manera puede
incrementarse de manera que compita con la interaccién detectada en el primer aspecto de la presente invencion,
por ejemplo la interaccién entre la proteina y el lubricante. Por lo tanto, la interaccion no deseada se sustituye por
una interaccién no sensible que no perjudique a la estabilidad o a la potencia de la formulacién a base de proteina.
El adyuvante afiadido asimismo puede ser un adyuvante no presente en la formulacion a base de proteina antes
de la adaptacion de la formulacion mediante el presente procedimiento. Por ejemplo, el adyuvante puede ser un
tensioactivo, tal como polisorbato-80.
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En un segundo enfoque, dicho procedimiento comprende:
a) evaluar la estabilidad de la formulacion a base de proteina segun el primer aspecto de la presente invencion,
b) seleccionar un adyuvante capaz de formar complejos con la proteina de la formulacién a base de proteina,

c) adaptar la formulacion a base de proteina mediante la adicién de dicho adyuvante seleccionado de manera
que se reduzca por lo menos parcialmente la reduccion en el tiempo de la tensién interfacial entre la
formulacion a base de proteina y el lubricante.

En dicho segundo enfoque, la interaccién no deseada identificada en el primer aspecto de la presente invencion
puede evitarse mediante el complejo formado entre la proteina y el adyuvante, y la formulacién basada en la
proteina adaptada no presenta ninguna reduccién en el tiempo de la tension interfacial con el lubricante. Por
ejemplo, el adyuvante afiadido puede ser una sal, tal como una sal de aluminio, por ejemplo hidroxido de aluminio.

Ambos enfoques del segundo aspecto de la presente invenciéon proporcionan un procedimiento simple para
reformular una formulaciéon a base de proteina que se ha encontrado que es inestable respecto a un lubricante
dado en un recipiente lubricado. Mediante la utilizacién de la tension interfacial como guia, pueden anticiparse y
reducirse caros y prolongados estudios de estabilidad.

Un tercer aspecto de la presente invencién es un procedimiento para seleccionar un lubricante adaptado a un
recipiente destinado a almacenar una formulacién a base de proteina, que comprende:

a) proporcionar por lo menos un lubricante que debe investigarse,

b) evaluar la estabilidad de la formulacién a base de proteina respecto a dicho lubricante o lubricantes
mediante un procedimiento segun el primer aspecto de la presente invencion,

c) determinar la sensibilidad de la formulacién a base de proteina respecto a la interaccion definida en la etapa
b),

d) seleccionar un lubricante que causa una interaccién no sensible con la formulacidon a base de proteina o
adaptar la formulacion a base de proteina mediante un procedimiento segun el segundo aspecto de la
presente invencion.

Dicho procedimiento permite seleccionar el lubricante mas adaptado a una formulacién a base de proteina
especifica.

Mas exactamente, la etapa b) permite la identificacion de por lo menos un componente de la formulacion a base
de proteina que interactia con por lo menos un lubricante que debe investigarse de la etapa a). Dicho componente
se identifica mediante la comparacion de la reduccién en el tiempo de la tensién interfacial entre la formulacién a
base de proteina y el lubricante con la reduccion en el tiempo de la tension interfacial entre cada componente del
amortiguador y el lubricante, segun el primer aspecto de la invencion.

Es decir, dicha ultima comparacion de la reduccién en el tiempo de la tension interfacial entre cada componente
del amortiguador y el lubricante sélo resulta necesaria en el caso de que todos los lubricantes interactien con la
formulaciéon a base de proteina. De otra manera, deberia seleccionarse el lubricante que no interactia con la
formulacioén a base de proteina.

Una vez se ha identificado el componente de la formulacién a base de proteina que interactia con el lubricante,
segun la etapa b), la etapa c) permite ademas la determinacion de la sensibilidad de la formulaciéon a base de
proteina respecto a la interaccion entre dicho componente y el lubricante. Entonces, en el caso en que por lo menos
un lubricante cause una interaccion no sensible con la formulacién a base de proteina, se selecciona dicho
lubricante. En el caso de que todos los lubricantes causen una interaccion sensible con la formulacién a base de
proteina, la formulacién a base de proteina se adapta mediante la adicion de un adyuvante a la formulacién que
produce una mayor reduccion en el tiempo de la tension interfacial o la presente investigacion puede perseguirse
con otros lubricantes.

Las etapas a) y b) son rapidas y econémicas. La determinacion de la sensibilidad de una proteina basada en una
proteina respecto a una interaccion segun las etapas c) y d) puede requerir, sin embargo, experimentos adicionales
conocidos por el experto en la materia y seleccionados segun la interaccion particular que se investiga. Por
ejemplo, en el caso de que se identifique una interaccion entre un amortiguador y el lubricante, puede requerirse
un control del pH. Sin embargo, en el caso de que se produzca una interaccion limitada con la proteina, la
investigacion de la estructura y el plegamiento de dicha proteina interactuante puede requerir dicroismo circular,
espectroscopia de infrarrojos y Raman o resonancia magnética nuclear.
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De esta manera, se utiliza la tension interfacial como potente herramienta para investigar la estabilidad de una
formulacion a base de proteina en un recipiente lubricado. En el caso de que se detecte una interaccion, la tensién
interfacial asimismo es una guia preciosa para la adaptacion de la formulacion a base de proteina al recipiente
lubricado o para la seleccion de un lubricante compatible con la formulacién a base de proteina.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un grafico que representa la reduccion en el tiempo de la tension interfacial de dos vacunas
contra la meningitis: la vacuna Ay la vacuna B, y su amortiguador respectivo, es decir, el amortiguador de la
vacuna A y el amortiguador de la vacuna B, que son formulaciones de vacuna sin proteina de vacuna.

Las figuras 2A-2D son graficos que representan la concentracion de particulas medida mediante imagenes de
microflujo para la vacuna A, el amortiguador de la vacuna A (figuras 2A 'y 2C), la vacuna B y el amortiguador de
la vacuna B (figuras 2B y 2D), respectivamente. Las figuras 2A y 2B son concentraciones de particulas
globulares y las figuras 2C y 2D son concentraciones de particulas no globulares.

Las figuras 3A-2D son graficos que representan la concentracion de particulas medida mediante medicion de
la masa por resonancia para la vacuna A, el amortiguador de la vacuna A (figuras 3Ay 3C), la vacuna B y el
amortiguador de la vacuna B (figuras 3B y 3D), respectivamente. Las figuras 3A y 3B son concentraciones de
particulas positivas y las figuras 3C y 3D son concentraciones de particulas no negativas.

La figura 4 es un grafico de flujo que resume el procedimiento segun el primer aspecto de la presente invencion.

La figura 5 es un grafico que representa la reduccion en el tiempo de la tension interfacial entre el aceite de
silicona y polisorbato-80, respectivamente, a una concentracion de 3x10® M (cruces), polisorbato-80 a una
concentracion de 3x10* M (triangulos), vacuna B (circulos blancos) y vacuna B con polisorbato-80 a una
concentracion de 3x10“ M (circulos negros).

Las figuras 6A y 6B son graficos que representan la concentracion de particulas medida mediante imagenes
de microflujo para vacuna B, amortiguador de vacuna B y vacuna B con polisorbato-80, respectivamente, a una
concentracion de 3x10“ M y amortiguador de vacuna B con polisorbato-80 a una concentracion de 3x10 M.

Las figuras 7A'y 7B son graficos que representan la concentracion de particulas medida mediante imagenes
de microflujo para vacuna B, amortiguador de vacuna B y vacuna B con polisorbato-80, respectivamente, a una
concentracion de 3x10“ M y amortiguador de vacuna B con polisorbato-80 a una concentracion de 3x10* M.

La figura 8 es un grafico que representa la reduccion en el tiempo de la tension interfacial entre el aceite de
silicona e insulina a una concentracion de 1 g/l, polisorbato-80 a una concentracion de 10“ M (rombos),
polisorbato-80 a una concentracién de 3x10* M (triangulos) e insulina adaptada con polisorbato-80 a una
concentracion de 10 M (cuadrados), respectivamente.

La figura 9 es un grafico que representa la reduccion en el tiempo de la tension interfacial en el tiempo entre
aceite de silicona y amortiguador de vacuna A (circulos blancos), hidroxido de aluminio (triangulos blancos),
vacuna A (circulos negros) y vacuna con hidréxido de aluminio (circulos negros), respectivamente.

La figura 10 es un grafico de flujo que resume el procedimiento segun el tercer aspecto de la presente invencion.
Descripcion detallada de formas de realizacion de la invencion

En la presente memoria, un recipiente lubricado puede ser cualquier recipiente adaptado para almacenar una
formulacion a base de proteina y que comprende un tapén y un lubricante destinado a facilitar el deslizamiento del
tapon dentro del recipiente. Dicho recipiente puede ser, por ejemplo, un vial, un cartucho o una jeringa. La expresion
“formulacion a base de proteina” se utiliza para cualquier formulacion farmacéutica profilactica o terapéutica que
contiene un péptido, una proteina o un derivado de proteina. El término “vacuna” se utiliza para una formulacién
de vacuna que incluye la proteina de vacuna y todos los adyuvantes y solventes. Se utiliza “proteina de vacuna”
para referirse a la proteina de vacuna sola, incluyendo los antigenos y la proteina portadora, aunque sin los
adyuvantes y solventes. Se utiliza “amortiguador de vacuna” para referirse a una formulaciéon de vacuna sin la
proteina de vacuna, es decir sélo adyuvantes y solventes.

Se define la tension interfacial como la tensién existente en la interfaz entre dos liquidos no miscibles que resulta
de la diferencia entre las interacciones intermoleculares en dichos dos liquidos. En la masa de un liquido, cada
molécula resulta igualmente atraida en cada direccion por las moléculas vecinas. Sin embargo, las moléculas
situadas en la interfaz con un liquido no miscible no resultaran atraidas por las moléculas del otro liquido, sino solo
por sus vecinas similares. Esto da como resultado una tension que induce la contraccion de la superficie del liquido
para minimizar la energia interfacial. La presente invencion utiliza la tension interfacial como herramienta
innovadora en el campo de las formulaciones a base de proteina.
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Un primer aspecto de la invencion es utilizar la tension interfacial en un procedimiento para evaluar la estabilidad
de la formulacién a base de proteina respecto a un lubricante de un recipiente lubricado. Se ha demostrado el
interés de dicho procedimiento con dos vacunas policonjugadas contra la meningitis: las vacunas A y B, en
presencia de un aceite de silicona utilizado comunmente, es decir, poli-(dimetilsiloxano) - ver la seccién de
Materiales y procedimientos.

Se llevo a cabo el procedimiento siguiente para ambas vacunas, A 'y B:

En una primera etapa, se evalud la reduccion en el tiempo de la tension interfacial entre el amortiguador de vacuna
y el aceite de silicona (poli-(dimetilsiloxano), obteniendo una curva 1. Tal como se ha mencionado anteriormente,
un amortiguador de vacuna corresponde a la formulaciéon de vacuna sin la proteina de vacuna.

En una segunda etapa, se evalud la reduccion en el tiempo de la tensioén interfacial entre la vacuna y el aceite de
silicona, obteniendo una curva 2.

Las curvas 1y 2 se compararon en una tercera etapa, por ejemplo mediante superposicién en el mismo grafico,
tal como se muestra en la figura 1.

En términos generales, tal como se muestra en la figura 1, tanto la vacuna A como la vacuna B condujeron a una
reduccion significativa de la tension interfacial con el aceite de silicona en el tiempo. De esta manera, dichas
reducciones obtenidas con ambas vacunas demuestran la existencia de una interaccion entre el aceite de silicona
y las vacunas, conduciendo dicha interaccion a una estabilizacion de la interfaz y, de esta manera, a la reduccion
de la tension entre la vacuna y el aceite de silicona no miscible.

Sin embargo, las curvas obtenidas para la vacuna Ay la vacuna B presentan dos perfiles diferentes. En efecto, en
el caso de la vacuna A, la curva (triangulos negros en la figura 1) se reduce constantemente con una pendiente
moderada que conduce a una reduccion de la tension interfacial de aproximadamente 13% (de 41.6 a 36.2 mN/m)
durante la duracion del experimento (es decir, 500 segundos). En contraste, la curva de tension interfacial obtenida
con la vacuna B (circulos negros en la figura 1) muestra una pendiente significativa durante los primeros 15
segundos y alcanza una reduccion superior a 20% al final del experimento (de 43.9 a 35.0 mN/m) durante el mismo
periodo.

A continuacion, respecto a las curvas obtenidas con los amortiguadores de las vacunas A (triangulos blancos en la
figura 1) y B (circulos blancos en la figura 1), no se observé una reduccion significativa de la tension interfacial en
el tiempo, lo que indica que ninguna interaccion es capaz de estabilizar la interfaz, que se mantiene en un estado
de alta tension. Debido a que se observa una reduccion de la tension interfacial en el tiempo con las vacunas y no
con los amortiguadores de vacuna (las formulaciones de vacuna sin las proteinas de vacuna), puede concluirse
que las proteinas de vacuna son responsables de la reduccién de la tension interfacial en el tiempo. De esta
manera, estos resultados demuestran una interaccion significativa entre ambas proteinas de vacuna y el aceite de
silicona, en los que la vacuna B presenta una interaccion mas elevada con el aceite de silicona que la vacuna A.

Sin restringirse a ninguna teoria, lo anterior puede explicarse por una migracion de la proteina de vacuna B a la
interfaz con el aceite de silicona, que conduce a una rapida reduccion (en los primeros 15 segundos) de la tension
interfacial. Una vez en la interfaz, la proteina de la vacuna B puede desplegarse en conformaciones
energéticamente mas favorables, proporcionando una reduccion adicional de la tension interfacial. A continuacion,
las proteinas desplegadas pueden interactuar con la formulacion de vacuna y producir agregados de proteina,
proporcionando la interfaz entre el aceite de silicona y la vacuna B, de esta manera, sitios de nucleacion para la
agregacion de las proteinas de vacuna.

En contraste, la vacuna A muestra una interaccion mas limitada con el aceite de silicona, indicando una lenta
migracion de las proteinas hacia la interfaz y una produccion limitada de agregados de proteinas.

Este analisis resulta corroborado por los resultados obtenidos con dos técnicas analiticas diferentes: las imagenes
de microflujo (MFI™) y las mediciones de masa por resonancia (RMM).

La MFI™ es una tecnologia microscopica de flujo que captura imagenes de particulas en suspension en una
corriente de flujo. Se encuentran disponibles diferentes puntos prefijados de ampliacién para adaptarse a los
tamafos de particula deseados y a la calidad de la imagen. Las imagenes de las particulas a continuacion pueden
analizarse adicionalmente para discriminar las particulas globulares respecto de las particulas no globulares. En
el presente caso, las particulas globulares pueden atribuirse a particulas de silicona, mientras que las particulas
no globulares pueden atribuirse a agregados de proteinas, es decir, proteinas desplegadas que se han agregado
entre si.

En el presente experimento, se llenaron jeringas lubricadas con aceite de silicona, con vacuna A, amortiguador de
vacunaA, vacuna B y amortiguador de vacuna B, respectivamente. A continuacién, se midieron las concentraciones
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de particulas globulares y de particulas no globulares poco después del llenado (TO) y después de una incubacion
de 7 dias a 25°C (T7).

Los datos obtenidos mediante MFI™ son visibles en las figuras 2A-2D, en donde las figuras 2Ay 2B representan
las concentraciones en nimero (particulas por centimetro cubico) de particulas globulares y las figuras 2C y 2D
representan las concentraciones de particulas no globulares. Las concentraciones de particulas medidas para la
vacuna Ay el amortiguador de vacuna A se representan en las figuras 2A 'y 2C, mientras que las figuras 2B y 2D
representan la concentracion medida para la vacuna B y el amortiguador de vacuna B.

Tal como se observa en la figura 2A, las concentraciones de particulas globulares se mantienen un valor limitado
de 369 partes/cm® para la vacuna A y de 1172 part./cm® para el amortiguador de vacuna A después del
almacenamiento. A continuacion, en referencia a la vacuna B, en la figura 2B resulta visible una concentracién muy
elevada de particulas globulares, de hasta 7543 part./cm?® después del llenado y de 13959 part./cm? después de
una incubacién de 7 dias, mientras que el amortiguador de vacuna B produjo concentraciones de particulas
inferiores a 1800 part./cm?®.

Se obtuvo un resultado similar con particulas no globulares, atribuidas a agregados de proteinas, tal como se
observa en las figuras 2C y 2D. En efecto, se midieron concentraciones limitadas de 673 particulas por cm? para
las jeringas lubricadas llenas de vacuna Ay de 283 part./cm? para el amortiguador de vacuna A, tras 7 dias (figura
2C), aunque se alcanz6 una concentracion muy elevada de particulas no globulares en las jeringas lubricadas
llenas con vacuna B (figura 2D), superior a 21000 part./cm? tras 7 dias. Nuevamente, el amortiguador de vacuna
B sélo produce una cantidad limitada de 444 part./cm® de particulas no globulares al incubarla durante 7 dias en
un recipiente lubricado.

Estos resultados demuestran una fuerte interaccion entre la proteina de la vacuna B y el aceite de silicona, de
acuerdo con los resultados obtenidos con el procedimiento segun el primer aspecto de la invencion, basados en la
reduccion de la tension interfacial.

Ademas de MFI™, se recogieron datos mediante la utilizacion de las mediciones de masa por resonancia (RMM).
La RMM se basa en un circuito de microfluidos vibratorio que permite la determinacion del nimero y tamafo de
particulas que circulan por el mismo, mediante la medicién del desplazamiento de las frecuencias de vibracion.
Dicho experimento permite medir particulas de tamafio mas pequefio que MFI™, asi como discriminar las gotas
de aceite de silicona respecto de los agregados de proteinas, ya que el desplazamiento de la frecuencia de
vibracion depende de la masa de las particulas. En consecuencia, las particulas con una densidad mas baja que
el medio de analisis (el amortiguador de vacuna correspondiente en el presente experimento) proporcionan un
desplazamiento positivo y pueden atribuirse al aceite de silicona. En contraste, las particulas con una densidad
mas alta que el medio de analisis proporcionan un desplazamiento negativo y pueden atribuirse a agregados de
proteinas.

Los resultados de estos experimentos se muestran en las figuras 3A-3D: las figuras 3A y 3B corresponden a la
concentracion de particulas positivas, mientras que las figuras 3C y 3D proporcionan la concentracion de las
particulas negativas. Los datos obtenidos muestran concentraciones bajas de particulas positivas, de 79,933
part./cm? (atribuidas al aceite de silicona) para la vacuna A y de 25,867 part./cm?® para el amortiguador de vacuna
A, después de la mezcla (T0), e incluso concentraciones mas bajas después de un almacenamiento de 7 dias (T7,
ver la figura 3A). En contraste, tal como se observa en la figura 3B, la vacuna B produce una concentracién elevada
de particulas positivas (superior a 1x10® particulas por cm?®) durante la incubacion en un recipiente lubricado,
mientras que el amortiguador de la vacuna A o B no produce una concentracion de particulas significativa, inferior
a 95,000 part./cm3. A continuacion, en referencia a las mediciones de particulas negativas, atribuidas a agregados
de proteinas (figuras 3C y 3D): la vacuna A y el amortiguador de vacuna A no producen una concentracion
significativa de particulas, inferior a 100,000 part./cm?3, al igual que el amortiguador de vacuna B, inferior a 170,000
part/cm®. Por el contrario, las jeringas lubricadas llenas de vacuna B producen una concentracion significativa,
superior a 460,000 particulas negativas por centimetro cubico tras la mezcla (T0); esta concentraciéon muestra una
elevacion drastica tras siete dias (T7), superior al 600%, alcanzando 3.1x108 particulas por cm?.

De esta manera, resulta posible concluir a partir de dichos diferentes experimentos que se produce una interaccion
significativa entre la vacuna B y el aceite de silicona. Dicha interaccién puede atribuirse a la naturaleza de la
proteina de vacuna presente en la vacuna B, ya que el amortiguador de vacuna B no produce una concentracion
significativa de particulas en presencia de aceite de silicona.

Por lo tanto, los resultados de los experimentos tanto de MFI™ como de RMM proporcionan una fuerte
corroboracioén de la conclusion alcanzada mediante el procedimiento segun la presente invencion con la medicion
de la tension interfacial: la vacuna B es incompatible con el aceite de silicona, y la formulacién de la vacuna B o el
aceite de silicona como lubricante deben cambiarse a fin de proporcionar una vacuna B estable en un recipiente
prerrelleno lubricado con aceite de silicona. Lo anterior asimismo valida la tensién interfacial como una herramienta
rapida y potente para obtener un conocimiento de la estabilidad de una formulacién a base de proteina en un
recipiente lubricado. En efecto, la reduccion en el tiempo de la tensién interfacial entre un lubricante y una



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2797 298 T3

formulacion a base de proteina, tal como una vacuna, se correlaciona con una baja estabilidad y la generacién de
una fuerte concentracion de agregados de proteinas.

Con respecto a las particulas atribuidas al aceite de silicona, los diferentes resultados obtenidos entre la
concentracion moderada de particulas globulares medida mediante MFI™y la elevada concentracién de particulas
positivas medida mediante RMM podria estar asociada a los diferentes tamafios de particula observados mediante
dichas técnicas. En particular, MFI™ observa particulas con diametros de entre 1 y 100 micras, mientras que la
RMM detecta particulas de diametros entre 0,05 y 5,00 micras. Asimismo es conocido que el polisorbato-80 es
capaz de estabilizar las burbujas de aire en forma de particulas de tamafio pequefio, lo que se observa eficazmente
mediante RMM en forma de particulas positivas.

En los ejemplos de las vacunas Ay B, solo se evalud la dependencia del tiempo de la tension interfacial entre el
amortiguador de vacuna y el lubricante en la primera etapa del procedimiento, ya que se produjo una interaccion
entre el lubricante y la proteina de la vacuna. Sin embargo, otros componentes del amortiguador pueden interactuar
con el aceite de silicona, conduciendo este caso a evaluar la reduccién en el tiempo de la tensién interfacial entre
los componentes de la formulacion y el lubricante a fin de identificar, en la tercera etapa, qué componentes son
responsables de la interaccion. En efecto, algunos componentes del amortiguador asimismo pueden producir una
fuerte interaccion con el lubricante, resultando en la produccion de particulas, la degradacién de la proteina
terapéutica o como minimo la desestabilizacién de la formulacién a base de proteina.

El grafico de flujo presentado en la figura 4 resume las diferentes etapas de un procedimiento general para evaluar
la estabilidad de cualquier formulacién a base de proteina respecto a un lubricante en un recipiente lubricado. En
la etapa 100, se evalua la tension interfacial entre el amortiguador y el lubricante.

Por ejemplo, en el caso de que la tensioén interfacial entre el amortiguador y el lubricante se reduzca en el tiempo
en la primera etapa del procedimiento (rama d), entonces se requiere una etapa intermedia 101 para evaluar la
tension interfacial entre cada componente del amortiguador de la formulacién y el lubricante. Alternativamente, en
el caso de que la tension interfacial entre el amortiguador y el lubricante se encuentre que es estable (rama s),
puede llevarse a cabo directamente la segunda etapa 102. En dicha segunda etapa 102 del procedimiento, se
evalua la tension interfacial entre la formulacion a base de proteina y el lubricante. En el caso de que se observe
estabilidad en dicha etapa, podria concluirse que la formulacién a base de proteina es estable en el recipiente
lubricado a estudio (‘rama s’) y que puede llevarse a cabo la siguiente etapa de desarrollo, P.

Sin embargo, en caso de que se detecte cualquier interaccion a partir de una reduccion de la tension interfacial
(‘rama d’), entonces se requerira la identificacion de qué componente interactia de hecho, en una tercera etapa
103 del presente procedimiento. Lo anterior permite, en una cuarta etapa 104, investigar la sensibilidad de la
formulacioén a base de proteina respecto a la interaccién identificada en la tercera etapa. En efecto, puede resultar
aceptable una interaccion limitada de un componente de la formulacion con el lubricante, por ejemplo en el caso
de que dicho componente se introduzca en una concentracion significativa y/o en el caso de que su funciéon no
resulte impedida por la interaccién. De esta manera, pueden resultar necesarios otros experimentos para
determinar si la interaccién afecta de hecho la estabilidad o la potencia de la formulacién a base de proteina. Por
ejemplo, en el caso de que se identifique una interaccion entre el agente tamponador del pH y el lubricante en la
tercera etapa 103 del procedimiento, puede resultar necesario comprobar el pH de la formulaciéon a base de
proteina después del envejecimiento, a fin de determinar si la formulacién a base de proteina todavia se encuentra
al pH requerido. De manera similar, en el caso de que se encuentre que un secuestrante de oxigeno interactia
con el lubricante, puede resultar necesario investigar la oxidacion de la proteina después del envejecimiento, ya
que el oxigeno puede competir con el lubricante y cancelar la interaccion con el secuestrante. En el caso de que
la formulaciéon a base de proteina no sea sensible a la interaccion (rama NS), entonces puede resultar posible
continuar con la siguiente etapa de desarrollo P de la formulacion a base de proteina. Sin embargo, en el caso de
que se encuentre que la formulacidon a base de proteina es sensible a la interaccion particular (rama S), podria
resultar necesaria una adaptacion de la formulacién a base de proteina o del lubricante (etapa 105).

En términos generales, una interaccion entre la proteina y algunos componentes criticos, tales como el escualeno
en el caso de una vacuna en emulsién adyuvante, puede no requerir experimentos adicionales ya que la elevada
sensibilidad de la formulacion a base de proteina respecto a dichas interacciones resulta evidente o esta bien
documentada. En estos casos, puede resultar necesario adaptar la formulacién a base de proteina o el lubricante,
sin determinar la sensibilidad de la formulacién a base de proteina, en la cuarta etapa opcional 104.

Segun un segundo aspecto de la invencion, se utiliza la tension interfacial en un procedimiento para adaptar una
formulacién a base de proteina a un recipiente lubricado. Tal como se ha indicado anteriormente, una manera de
superar dicha incompatibilidad entre una formulacion a base de proteina y un lubricante podria ser adaptar la
formulacion a base de proteina a fin de evitar la interaccion no deseada determinada en el procedimiento segun el
primer aspecto de la invencion.

La adaptacion de una formulacion a base de proteina a un recipiente lubricado puede conseguirse mediante la
adicion de un componente de formulacién que establece una interaccion competitiva, es decir, cinética o
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termodinamicamente mas favorable que la interaccién entre el componente interactuante identificado y el
lubricante. La interaccion competitiva puede producirse entre el componente adicional y el lubricante, o entre el
componente adicional y la formulacion a base de proteina.

De esta manera, un primer enfoque es evitar la interaccion entre la formulacion a base de proteina y el lubricante
mediante la creacion de una interaccion competitiva mas fuerte entre un componente adicional del amortiguador y
el lubricante. Dicho componente adicional puede ser un nuevo componente de la formulacién a base de proteina
0 un componente ya presente, con la condicion de que la concentracion del componente pueda modificarse
significativamente sin afectar a la estabilidad de la formulacién a base de proteina.

Dicho primer enfoque ha sido investigado por el solicitante en el ejemplo de la vacuna B. En efecto, el procedimiento
segun el primer aspecto de la invencion demuestra una incompatibilidad entre la proteina de la vacuna By el aceite
de silicona. Sin embargo, la vacuna B comprende polisorbato-80 como tensioactivo no iénico (ver la seccion de
Materiales y procedimientos) y este componente es capaz de competir con la proteina de la vacuna B en la
interaccion con el aceite de silicona.

Con el fin de determinar la concentracion apropiada de polisorbato-80, se ha evaluado la reduccién en el tiempo
de la tension interfacial entre diferentes concentraciones de polisorbato-80 y el aceite de silicona, y se ha
comparado con la reduccién producida por la vacuna B.

En la figura 5, la reduccioén en el tiempo de la tension interfacial entre polisorbato-80 a concentraciones de 3x10
6 My 3x10* M y el aceite de silicona esta superpuesta a la reduccion de la tension interfacial entre la vacuna B y
el aceite de silicona. En el caso de que una concentracion de polisorbato-80 de 3x10¢ M solo produzca una
reduccion limitada de 41 a 36 mN/m, una concentracion de 3x10* M produce una reduccion drastica de la tension
interfacial que alcanza un minimo de 14 mN/m, muy inferior al minimo obtenido con la vacuna B con 36 mM/m.
Este resultado indica que la vacuna B puede adaptarse para ser estable con el aceite de silicona mediante fijacion
de la concentracion del polisorbato-80 en 3x10* M. Esta formulacion adaptada a continuacion se ha denominado
vacuna B + PS80 en los siguientes estudios, y el amortiguador correspondiente, amortiguador de vacuna B + PS80.

A continuacion, se evaluo la estabilidad de vacuna B + PS80 mediante experimentos de imagenes de microflujo
(MFI™) y medicion de masas por resonancia (RMM).

Las figuras 6A y 6B muestran la concentracion de particulas producidas por vacuna B y por vacuna B + PS80
medida mediante MFI™, asi como la concentracién de particulas para el amortiguador de vacuna B y amortiguador
de vacuna B + PS80, en todos los casos después de siete dias de incubacién en una jeringa lubricada con aceite
de silicona. La figura 6A presenta la concentracion de particulas globulares (atribuidas al aceite de silicona),
mientras que la figura 6B presenta la concentracion de particulas no globulares (atribuidas a agregados de
proteinas). En el presente experimento, se descubrié que la concentracion de particulas globulares (figura 6A)
producidas mediante la formulacién adaptada, es decir vacuna B+PS80, era practicamente la mitad de la
concentracién producida mediante la férmula original (vacuna B), de 13959 a 7533 part./cm®. Con respecto a las
particulas no globulares, atribuidas a agregados de proteinas (ver la figura 6B), la formulacion modificada de
vacuna B+PS80 Unicamente producia una concentracién de 1887 part./cm®, que es aproximadamente 9% de la
concentracion de 21826 part./cm?® producida por la vacuna B.

Los resultados de RMM se muestran en las figuras 7A y 7B, donde la figura 7A muestra la concentraciéon de
particulas positivas (atribuidas a particulas de silicona) y la figura 7B, la concentracién de particulas negativas
(atribuidas a agregados de proteinas). Tras 7 dias de incubacion, la formulacion adaptada (vacuna B+PS80)
producia una concentracion mas elevada de particulas positivas que la vacuna B, superior a 2x108 part./cm3. Sin
embargo, la concentracién de particulas negativas producida por vacuna B+PS80 se redujo a 72667 part./cm?, que
es aproximadamente 3.3% de la concentracion producida por la vacuna B.

Estos resultados experimentales proporcionan una corroboracién de la fuerte reduccion de la interaccion entre la
vacuna By el lubricante de aceite de silicona tras la adicion de polisorbato-80, segun el procedimiento del segundo
aspecto de la invencion. El polisorbato-80 compite con éxito con la proteina de vacuna B en la interaccioén con la
proteina, bloqueando eficientemente el polisorbato-80 la interaccion entre la proteina de vacuna B y el aceite de
silicona. De esta manera, dicho procedimiento permite la adaptacién de una formulacién a base de proteina a un
lubricante dado y en este caso permite el almacenamiento seguro de la vacuna B en un recipiente lubricado, tal
como una jeringa prerrellena. Aunque se ha utilizado el polisorbato-80 para adaptar la vacuna B, pueden resultar
apropiados otros tensioactivos no iénicos, con la condicion de que resulten compatibles con la proteina y los demas
componentes de la formulacion.

Se ha investigado un enfoque similar con la insulina, que es otra formulaciéon comun basada en una proteina.
A continuacion, en referencia a la figura 8, la reduccion en el tiempo de la tension interfacial entre una formulacion

de insulina y el aceite de silicona demuestra una interaccion significativa. La formulacion de insulina se ha adaptado
con éxito al aceite de silicona mediante la adicion de polisorbato-80 a una concentracion de 1x10* M y se denomina
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“insulina+PS80” en la figura 8. La formulacion de insulina+PS80 produce una mayor reduccion de la tension
interfacial en el tiempo con aceite de silicona, hasta 17 mN/m, que la reduccion observada con la formulacién de
insulina original (23 mN/m en 100 s). Sin embargo, la superposicion de las curvas de tensién interfacial del
polisorbato-80 y la formulacién de insulina adaptada permite concluir que Unicamente el polisorbato-80 interactua
con el aceite de silicona, enmascarando eficientemente la interaccion no deseada con la insulina.

Un segundo enfoque investigado por el solicitante fue afiadir un componente adicional que interactuaba con la
proteina de una formulacién inestable basada en una proteina. En efecto, la carga neta de la proteina de la vacuna
A es negativa y puede formarse un complejo con cationes de aluminio. De esta manera, se adapto la vacuna A
mediante la introduccion de 2 g/dm?® de hidroxido de aluminio, denominando a la formulacion adaptada, “vacuna
A+HA").

La figura 9 sigue la reduccion de la tensién interfacial en el tiempo entre el aceite de silicona y el amortiguador de
vacuna A, la vacuna A y vacuna A+HA (la formulacién adaptada), respectivamente. Aunque se observa una
reduccion de la tension interfacial de 43 a 36 mN/m entre la vacuna Ay el aceite de silicona como resultado de la
interaccion anteriormente demostrada, tal como anteriormente, vacuna A+HA Unicamente produce una reduccion
limitada de la tension interfacial a 42 mN/m. Dicha reduccion es similar a la reduccion producida por el amortiguador
de la vacuna A durante el mismo periodo. Por lo tanto, se infiere que vacuna A+HA almacenada en un recipiente
lubricado con aceite de silicona producira una concentracion limitada de particulas, de manera similar a la obtenida
para el amortiguador de vacuna Ay tal como se muestra en las figuras 2A, 2C, 3A'y 3C. Al contrario que el primer
enfoque, en que el polisorbato-80 competia con éxito con la proteina de vacuna B interactuando con el aceite de
silicona, la interaccion entre la proteina de vacuna A y el aceite de silicona en dicho segundo enfoque se ha
bloqueado mediante la formacién de un complejo de proteina de vacuna. Dicho complejo de proteina de vacuna
no puede interactuar con el aceite de silicona y vacuna A+HA es tan estable como el amortiguador de vacuna A.
Por lo tanto, este resultado demuestra una adaptacion eficiente de la vacuna A mediante la adicién de una sal
acomplejante. En el ejemplo, posteriormente, se utilizd hidroxido de aluminio, aunque podria haberse seleccionado
otra sal, tal como fosfato de aluminio.

Segun un tercer aspecto de la invencion, se utiliza la tension interfacial en un procedimiento para seleccionar un
lubricante adaptado a un recipiente destinado a almacenar una formulacién a base de proteina.

En referencia a la figura 10, la reduccion de la tension interfacial en el tiempo entre la formulacion a base de
proteina y cada lubricante investigado se evalla en una primera etapa 201. En el caso de que se identifique un
lubricante no produce una reduccion significativa, es decir, que no produce ninguna interaccién con la formulacion
a base de proteina (rama s), entonces resulta posible seleccionarlo y seguir con la siguiente etapa P del
procedimiento de formulacion.

Sin embargo, en el caso de que todos los lubricantes interactden con la formulacién a base de proteina (rama d),
la reduccién de la tension interfacial en el tiempo entre cada componente del amortiguador y cada lubricante
investigado debe evaluarse en una segunda etapa 202. Dicha etapa permite determinar en una tercera etapa 203
qué componente o componentes de la formulacién a base de proteina interactian realmente con qué lubricantes.
En la presente etapa, puede seleccionarse un lubricante que no interactie con la proteina de la formulacién a base
de proteina, para la investigacion posterior, mientras que puede descartarse un lubricante que interactue con la
proteina.

Con estos datos, puede determinarse en una cuarta etapa 204 si la formulacién a base de proteina es sensible a
la interaccion con el lubricante seleccionado, mediante la realizacién de experimentos adicionales. Dichos
experimentos pueden implicar procedimientos de recuento de particulas, tales como MFI™ o RMM (medicion de
la masa por resonancia), técnicas estructurales, tales como la resonancia magnética nuclear o el dicroismo circular,
y otras técnicas, tales como la cromatografia liquida, la cromatografia de exclusion por tamaiio, la pH-imetria, los
inmunoensayos o los experimentos in vivo, dependiendo del componente de la formulacién a base de proteina que
interactua con el lubricante. En efecto, algunas interacciones podrian resultar aceptables, ya que no perjudican la
potencia o la estabilidad de la formulacién a base de proteina. En el caso de que se encuentre un lubricante que
produce una interaccion no sensible con la formulacién a base de proteina en dicha cuarta etapa 204 (rama NS),
podra seleccionarse antes de continuar a la siguiente etapa de desarrollo P de la formulacién a base de proteina.
Sin embargo, en el caso de que todos los lubricantes produzcan interacciones sensibles con la formulacién a base
de proteina (rama S), puede resultar necesario, en una quinta etapa 205, adaptar la formulacién a base de proteina
tal como se ha indicado en el segundo aspecto de la presente invencioén, o continuar la presente investigacion con
otros lubricantes.

Materiales y procedimientos

Soluciones

Los procedimientos de la presente invencion se investigaron con dos vacunas de la meningitis poli-conjugadas
diferentes: la vacuna A y la vacuna B, ambas con uUnicamente un serotipo. Estas vacunas se adquirieron
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comercialmente. El amortiguador de la vacuna A contenia 7 mg/ml de NaCl, 0.184 mg/ml de NaH,PO4.H,0, 0.96
mg/ml de Na;HPO4.7H,0 y 14.6 mg/ml de manitol. EI amortiguador de la vacuna B contenia 9 mg/ml de NaCl;
1.335 mg/ml de Na;HPO4.2H,0; 0.345 mg/ml de NaH>PO4.H,0, 0.68 mg/ml de KH2PO,4 y 25 mg/ml de sacarosa.
Todos los compuestos quimicos se adquirieron de Sigma-Aldrich. La solucion de hidroxido de aluminio (HA) se
suministré en el kit de vacuna A adquirido, a una concentracion de 2 mg/ml y, de esta manera, cumplia con los
grados USP y EP.

El monooleado de polioxietilén-sorbitan, denominado polisorbato-80, o PS80, se adquirié en grado de biologia
molecular de Sigma-Aldrich bajo el nombre comercial TWEEN® 80. Se prepararon soluciones de PS80 con una
concentracion final de 3x10* M, 3x10°M y 3x10® M respectivamente. Se preparé vacuna B+PS80 a una
concentracion final de PS80 de 3x10 M.

El aceite de silicona era un poli-(dimetilsiloxano) (PDMS) de grado médico adquirido de Dow Corning bajo el
nombre DC 360. Se investigd tanto 20 ¢St como 1000 ¢St en un estudio preliminar y se obtuvieron idénticas curvas
de tensidn interfacial con aire o solucién amortiguador de fosfato, respectivamente. En consecuencia, se utilizd
PDMS menos viscoso, de 20 cSt, proporcionando una curvatura de mayor pendiente para las mediciones de
tension interfacial (ver la seccion de Material y procedimientos de mediciones de tension interfacial).

Mediciones de tensién interfacial

La reduccién de la tension interfacial en el tiempo se midié utilizando un tensiometro de analisis del perfil
(tensiometro PAT-1M, SINTERFACE Technologies, Berlin, Alemania) basado en la técnica de la gota colgante. El
tensiometro PAT-1M genera gotas en aire o liquido con un sistema de dosificacion controlada, capturando la
formacion de gotas mediante una videocamara de alta definicion. El software del tensiometro Sinterface PAT-1M
permite la adquisicion de imagenes, la deteccion de contornos y la utilizacion de la ecuacion de Young-Laplace
para determinar la tension interfacial. La temperatura de la medicion en la celda de vidrio de 20 ml se controlé en
25°C + 2°C. La celda se cerré con una tapa con un capilar sumergido de poli-(tetrafluoroetileno) (PTFE) que
presentaba un diametro externo de 1.0 mm. Se formé una gota de la solucion estudiada en el extremo sumergido
del capilar. En los presentes procedimientos, se formé una gota de vacuna, amortiguador de vacuna o formulacion
modificada en el medio de PDMS (20 cSt). Se control6 la superficie de la gota en un valor constante durante todo
el experimento mediante regulacion automatica. El volumen afiadido a la gota durante el experimento asimismo se
monitorizé continuamente. Se ajustaron las superficies de gota para cada experimento para permitir la
monitorizacion de la curvatura de gota, de acuerdo con la ecuacion de Young-Laplace. Como resultado, se utilizd
una superficie de gota de 70 mm? para la solucion sin PS80 o PS80 bajo el CMC (1x10° M), y 40 mm?3 para las
demas soluciones.

Estudio de estabilidad

Se investigod la estabilidad de las formulaciones de vacuna A y de vacuna B en recipientes lubricados a fin de
confirmar la correlacion con las mediciones de tension interfacial. Los recipientes eran jeringas de vidrio (Hypak™,
29G%, RNS BD260 Black, ultrabajo en tungsteno, BD - Pharmaceutical Systems, Le Pont-de-Claix, Francia)
lubricadas con 0,4 mg de silicona con una boquilla sumergida. Todas las jeringas se taparon con tapones
recubiertos no lubricados de 1 ml Hypak SCF.

Las jeringas se llenaron con la solucién apropiada (vacuna o amortiguador) y se almacenaron en posicion vertical
(punta hacia arriba) a una temperatura de 25°C+2°C y una humedad de 60% HR + 5%. Las jeringas se abrieron
retirando cuidadosamente el tapon del émbolo y se transfirio la solucion desde el apoyo de émbolo al interior de
material de vidrio limpio. Se llevé a cabo el recuento de particulas en un MicroFluid Imaging™ (MFI™) y mediante
un equipo Archimedes de mediciéon de masas por resonancia (RMM) poco tiempo después del llenado y tras un
almacenamiento de 7 dias.

Procedimientos de recuento de particulas utilizados durante el estudio de estabilidad

Con el fin de estimar la concentracion y tamafio de las particulas creadas durante el estudio de estabilidad, se
utilizé un MFI ™-DPA5200 serie A de Brightwell Technologies y un sistema Archimedes de medicién de masas por
resonancia (RMM) (Affinity Biosensors, Santa Barbara, California).

El instrumento MFI™-5200 estaba dotado de una celda de flujo de 100 um, operada a alta magnificacion. Se utilizd
el software MVSS version 2.R3 y MVAS version 1 (Protein-Simple) de MFI™ View para el analisis. Los equipos se
calibraron inicialmente utilizando los estandares de tamafio de particula trazable NIST de poliestireno de 10 uym
(Duke Scientific Corp., Freemont, CA). Antes de cada muestreo, se lavo el sistema con liquido libre de particulas
para proporcionar una linea base limpia y para optimizar la iluminacién. A continuacién, se insertaron
cuidadosamente las muestras en la celda de flujo utilizando una bomba peristaltica. Se llevaron a cabo tres analisis
individuales con 0,5 ml de volumen de flujo. Se construyeron filtros adaptados gracias al software MVAS del sistema
MFI™. En concordancia con Sharma et al., PharmTech. 33:74-9, 2009, las gotas de aceite de silicona presentaban
una relacion de aspecto consistentemente mas elevada en comparacion con las particulas de proteinas agregadas
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del mismo tamafio, lo que permite el uso de un filtro de software simple con una relacién de aspecto (RA) >0.85 el
valor de corte. Dicho filtro separa las poblaciones globulares de las no globulares y captura aproximadamente 95%
a 98% de las particulas con morfologia visiblemente fibrilar.

El sistema Archimedes se dotd de un microsensor Hi-Q (Affinity Biosensors) y se control6 con el software
ParticleLab version 1.8. El sensor se enjuagd durante 60 s con agua purificada antes del analisis. Después, se
eliminaron las posibles impurezas mediante por lo menos cinco operaciones “de estornudo” (se empu;jo el liquido
en el sensor en ambas direcciones) y el sistema se enjuagé nuevamente durante 60 s con agua purificada. A
continuacion, se cargo la solucién de muestra durante 45 s tal como se indica en D. Weinbuch et al., Journal of
Pharmaceutical Sciences 102:2152-65, 2013. Se configuro el analisis durante un periodo de 10 min. Se cargd una
solucién de muestra nueva para cada una de las mediciones por triplicado. La determinacion del tamafio y la
separacion de las particulas por RMM se basa en el desplazamiento de la frecuencia y se explica en P. Dextras et
al., Analytical Chemistry 81:4517-23, 2009.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para evaluar la estabilidad de una formulacién a base de proteina que comprende una proteina,
un péptido y/o un derivado de proteina y un amortiguador con relacién a un lubricante de un recipiente lubricado
5 en el que dicha formulacion esta destinada a ser almacenada, que comprende:

a) evaluar una reduccion en el tiempo de la tension interfacial entre el amortiguador y el lubricante,

b) evaluar una reduccién en el tiempo de la tension interfacial entre la formulacién a base de proteina y el
10 lubricante,

c) identificar por lo menos un componente de la formulacién a base de proteina que interactta con el lubricante
comparando la reduccion evaluada en la etapa b) con la reduccion evaluada en la etapa a).

15 2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende ademas evaluar una reduccion de la tension interfacial
entre cada componente del amortiguador y el lubricante de la etapa a).

3. Procedimiento para mejorar la estabilidad de una formulaciéon a base de proteina con relacién a un lubricante
de un recipiente lubricado en el que debe almacenarse dicha formulacién, que comprende:

20

a) evaluar la estabilidad de una formulacion a base de proteina con relacién a dicho lubricante mediante un

procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2,

b) seleccionar un adyuvante que produce una reduccién mas elevada en el tiempo de la tension interfacial con
25 el lubricante que la formulacion a base de proteina,

c) adaptar la formulacién a base de proteina afiadiendo dicho adyuvante seleccionado a la formulacion.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que el adyuvante es un tensioactivo.

30

5. Procedimiento para mejorar la estabilidad de una formulacién a base de proteina con relacién a un lubricante
de un recipiente lubricado en el que debe almacenarse dicha formulacién, que comprende:

a) evaluar la estabilidad de una formulacion a base de proteina mediante un procedimiento segun la
35 reivindicacion 1 o 2,

b) seleccionar un adyuvante apto para formar complejos con la proteina de la formulacién a base de proteina,

c) adaptar la formulacion a base de proteina afiadiendo dicho adyuvante a la formulacion a base de proteina
40 para reducir por lo menos parcialmente la reduccién en el tiempo de la tensién interfacial entre la formulacion
a base de proteina y el lubricante.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que el adyuvante afiadido es una sal.

45 7. Procedimiento para seleccionar un lubricante adaptado a un recipiente destinado a almacenar una formulacion
a base de proteina, que comprende:

a) proporcionar por lo menos un lubricante que debe investigarse,

50 b) evaluar la estabilidad de la formulacion a base de proteina respecto a dicho por lo menos un lubricante
mediante un procedimiento segun la reivindicacion 2,

c) determinar la sensibilidad de la formulacion a base de proteina respecto a la interaccion definida en la etapa
b),
55
d) seleccionar un lubricante que causa una interaccién no sensible con la formulaciéon a base de proteina o
adaptar la formulacion a base de proteina mediante un procedimiento segin una de las reivindicaciones 3
a 6.
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