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FORMULACION ESTABLE DE INSULINA GLULISINA

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a una formulacion farmacéutica acuosa que

comprende 200 — 1000 U/mL de insulina glulisina con estabilidad mejorada, y a su uso en
el tratamiento de diabetes mellitus tipo 1 o diabetes mellitus tipo 2.

Aproximadamente 300 millones de personas sufren en todo el mundo de diabetes
mellitus tipo 1 y tipo 2. Para los diabéticos tipo 1, la sustitucién de la falta de secrecién de
insulina endocrina es el Unico tratamiento posible hoy en dia. Las personas afectadas
dependen durante toda su vida de inyecciones de insulina, como regla general, un
namero de veces al dia. Al contrario que en la diabetes tipo 1, en la diabetes tipo 2 no
existe basicamente una deficiencia de insulina, sino que en un gran nimero de casos, en
especial en el estado avanzado, el tratamiento con insulina, opcionalmente en
combinacibn con un antidiabético oral, se considera la forma mas favorable de
tratamiento.

En personas sanas, la liberacion de insulina por el pancreas esta estrictamente
relacionada con la concentracion de glucosa en sangre. Niveles elevados de glucosa en
sangre, tales como los que se producen después de las comidas, son compensados
rapidamente por un aumento correspondiente en la secrecion de insulina. En ayunas, los
niveles de insulina plasméticos caen hasta un valor basal que es adecuado para
garantizar un suministro continuo de glucosa a 6rganos y tejidos sensibles a la insulina y
mantener baja la produccion hepatica de glucosa durante la noche. A menudo,
reemplazar la secrecién de insulina enddégena por exdgena, en la mayoria de los casos
por una administracién subcutanea de insulina, no consigue la calidad de la regulacién
fisiolégica de la glucosa en sangre descrita anteriormente. Pueden producirse
desviaciones de los niveles de glucosa en sangre a valores superiores o inferiores, lo
cual, en sus formas mas graves puede ser potencialmente mortal. Ademas, los niveles de
glucosa en sangre que son elevados durante afios sin sintomas iniciales son un
considerable riesgo para la salud. El estudio DCCT a gran escala en los Estados Unidos
(El grupo de investigacion del ensayo sobre el control y complicaciones de la diabetes
(1993) N. Engl. J. Med. 329, 977-986) demostrd claramente que los niveles de glucosa en
sangre elevados de forma crénica son esencialmente responsables del desarrollo de
complicaciones tardias de la diabetes, tales como lesiones microvasculares vy
macrovasculares que se manifiestan, en determinadas circunstancias, como retinopatia,

nefropatia o neuropatia y conducen a la pérdida de vision, a insuficiencia renal y a la
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pérdida de extremidades. Ademas, la diabetes estd acompafada por un mayor riesgo de
enfermedades cardiovasculares. De esto se deriva que un tratamiento mejorado de la
diabetes tenga basicamente como objetivo mantener la glucosa en sangre tan préxima
como sea posible al intervalo fisiolégico. Conforme al concepto de tratamiento con
insulina intensificado, esto se conseguiria mediante inyecciones diarias repetidas de
preparaciones de insulina de accion rapida y de accién lenta. Las formulaciones de
accion rapida se administran en las comidas con el fin de estabilizar el aumento
postprandial en la glucosa en sangre. Las insulinas basales de accion lenta garantizarian
el aporte basico de insulina, en particular, durante la noche, sin conducir a hipoglucemia.

La insulina es un polipéptido de 51 aminoécidos, que esta dividido en 2 cadenas
de aminoacidos: la cadena A que tiene 21 aminoacidos y la cadena B que tiene 30
aminodcidos. Las cadenas estan conectadas entre si por medio de dos puentes disulfuro.
Las preparaciones de insulina se han empleado durante muchos afios para el tratamiento
de la diabetes. Aqui no solo se usan insulinas de origen natural, sino que recientemente
también se usan derivados y anélogos de la insulina.

Las preparaciones de insulina procedentes de insulinas de origen natural
comercializadas para la sustitucion de la insulina se diferencian en el origen de la insulina
(por ejemplo, bovina, porcina, insulina humana o insulina de otro mamifero o animal), y
también en la composicion, por lo que el perfil de accién (inicio de la accion y duracion de
la accion) pueden verse influidos. Mediante la combinacion de diversas preparaciones de
insulina, se pueden conseguir perfiles de accién muy diferentes y se pueden establecer
valores de azucar en sangre que sean lo mas fisiolégicos posibles. Se comercializan
desde hace tiempo preparaciones de insulinas de origen natural, asi como preparaciones
de derivados de insulina o de analogos de insulina que muestran una cinética modificada.
La tecnologia de ADN recombinante hace posible hoy en dia la preparacién de tales
insulinas modificadas. Estas incluyen “analogos de insulina monoméricos” tales como
insulina lispro, insulina aspart, y HMR 1964 (Lys(B3), Glu(B29) insulina humana, insulina
glulisina), los cuales tienen todas una accién de inicio rapido, asi como la insulina
glargina, que tiene una accion de duracién prolongada.

Ademés de la duracion de la accién, la estabilidad de la preparacion es muy
importante para los pacientes. Son necesarias formulaciones de insulina estabilizadas
gue tengan una mayor estabilidad fisica a largo plazo, en particular para preparaciones
gue estén expuestas a un estrés mecanico particular o a temperaturas relativamente
altas. Estas incluyen, por ejemplo, insulinas en sistemas de administracion tales como

plumas, sistemas de inhalacion, sistemas de inyeccion sin aguja o bombas de insulina.
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Las bombas de insulina se llevan puestas o implantadas en el cuerpo del paciente. En
ambos casos, la preparacion esta expuesta al calor del cuerpo y al movimiento y al
funcionamiento de liberaciéon de la bomba y, por tanto, a un estrés termomecanico muy
elevado. Puesto que también las plumas de insulina (plumas desechables y reutilizables)
se llevan normalmente en el cuerpo, aplica lo mismo para ellas. Las preparaciones
anteriores tienen solo una estabilidad limitada bajo estas condiciones.

La insulina estd presente en general en solucidn neutra en concentracion
farmacéutica en forma de hexameros estabilizados que contienen cinc, que estan
compuestos de 3 unidades dimericas idénticas (Brange et al., Diabetes Care 13:923-954
(1990)). Sin embargo, el perfil de accion de una preparacion de insulina puede mejorarse
reduciendo el estado oligomérico de la insulina que esta contiene. Mediante la
modificacion de la secuencia de aminoacidos, se puede reducir la autoasociacién de la
insulina. Asi, el analogo de insulina lispro, por ejemplo, existe principalmente como un
monodmero y, de ese modo, es absorbido mas rapidamente y muestra una accion de mas
corta duracion (HPT Ammon and C. Werning; Antidiabetika [Antidiabéticos]; 22 Ed.; Wiss.
Verl.-Ges. Stuttgart; 2000; pag. 94.f). Sin embargo, los analogos de insulina de accion
rapida que existen frecuentemente en la forma monomérica o dimérica son menos
estables y mas propensos a agregarse bajo estrés térmico y mecénico que la insulina
hexamérica. Esto se puede apreciar por la turbidez y precipitados de agregados
insolubles. (Bakaysa et al, patente de Estados Unidos numero 5.474.978). Estos
productos de transformacion de mayor peso molecular (dimeros, trimeros, polimeros) y
agregados disminuyen no solo la dosis de insulina administrada sino que también pueden
inducir irritacion o reacciones inmunitarias en los pacientes. Por otro lado, tales
agregados insolubles pueden afectar y bloguear las canulas y conductos de las bombas o
agujas de las plumas. Puesto que el cinc conduce a una estabilizacion adicional de la
insulina mediante la formacién de hexdmeros que contienen cinc, las preparaciones de
insulina y analogos de insulina exentas de cinc o con bajo contenido en cinc son
particularmente susceptibles a la inestabilidad. En particular, los analogos de insulina
monoméricos que tienen una accion de répido inicio son propensos a agregarse y a
volverse fisicamente inestables de forma muy rapida, debido a que la formacién de
agregados insolubles transcurre a través de mondmeros de insulina.

Con el fin de garantizar la calidad de una preparacion de insulina, es necesario
evitar la formacion de agregados. Existen varias técnicas para estabilizar formulaciones
de insulina. Asi, en la solicitud de patente internacional WOQO98/56406, se han descrito

formulaciones estabilizadas por tampon de Tris o arginina. La patente de Estados Unidos
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namero 5,866,538 describe una preparacion de insulina que contiene glicerol y cloruro de
sodio en concentraciones de 5 a 100 nM y que debera tener una mayor estabilidad. La
patente de Estados Unidos numero 5.948.751 describe preparaciones de insulina que
tienen una mayor estabilidad fisica, que se consigue mediante la adicion de manitol o
azucares similares. Igualmente, la adicion de cinc en exceso a una solucién de insulina
gque contiene cinc puede aumentar la estabilidad (J. Brange et al., Diabetic Medicine, 3:
532-536, 1986). La influencia del pH y diversos excipientes sobre la estabilidad de las
preparaciones de insulina también se ha descrito con detalle (J. Brange & L. Langkjaer,
Acta Pharm. Nordica 4: 149-158).

Con frecuencia, estos procedimientos de estabilizacién no son adecuados para
mayores demandas (mejorar la capacidad para almacenarse a temperatura ambiente o0 a
temperatura corporal y bajo estrés mecanico) o para analogos de insulina “monoméricos”
o insulinas de accion rapida, que son particularmente susceptibles al estrés fisico. Por
otro lado, todas las preparaciones de insulina comerciales contienen cinc, que se afiade
para estabilizar la preparacion. Asi, Bakaysa et al. en la patente de Estados Unidos
namero 5.474.978 describen formulaciones estabilizadas de complejos de insulina que
consisten en 6 monémeros de analogo de insulina, 2 atomos de cinc y al menos 3
moléculas de un conservante fendlico. Estas formulaciones pueden contener
adicionalmente un tampén fisiologicamente aceptable y un conservante. Si se desea, sin
embargo, preparar preparaciones de insulina exentas de cinc o con bajo contenido en
cinc, los procedimientos de estabilizacion citados no son adecuados para una
preparacion comercializable. Por ejemplo, no fue posible desarrollar una preparacion
exenta de cinc de insulina lispro a causa de su inadecuada estabilidad fisica (Bakaysa et
al., Protein Science (1996), 5:2521-2531). No se describen en el estado anterior de la
técnica formulaciones de insulina con bajo contenido en cinc o exentas de cinc que
tengan una adecuada estabilidad, en particular estabilidad fisica.

Se pueden estabilizar formulaciones exentas de cinc de insulina glulisina mediante
tensioactivos. El documento WO 02/076495 describe una formulacién de insulina glulisina
U100 (100 Ul/mL) que contiene polisorbato 20, polisorbato 80 o poloxamero 171.

El problema de la presente invencién puede apreciarse en la provision de una
formulacion farmacéutica de insulina glulisina que supera al menos en parte los
problemas de estabilidad antes descritos, en la que se puedan evitar los componentes
potencialmente no ventajosos. En particular, el problema de la presente invencién puede
apreciarse en la provision de una formulacion farmacéutica de insulina glulisina que tiene

una estabilidad mejorada a temperatura elevada (tal como la temperatura corporal).
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En la presente invencién, se encontré de forma sorprendente que se aumenta la
estabilidad fisica a largo plazo de una formulacion que contiene 200 - 1000 U/mL de
insulina glulisina, en particular a temperaturas elevadas.

Gracias a la estabilidad fisica mejorada a temperaturas elevadas, las
formulaciones descritas en el presente documento son adecuadas para su administracion
por dispositivos implantados en el paciente o expuestos de otro modo a la temperatura
corporal. Por ejemplo, la formulacion de la presente invencién es adecuada para su uso
en bombas de insulina implantadas en el cuerpo del paciente o en bombas parche que se
llevan cerca del cuerpo. Ademas, la formulacion es adecuada para su uso en dispositivos
de inyeccion, tales como plumas, jeringuillas, inyectores, o para cualquier uso en el que
sea necesaria una estabilidad fisica mejorada a temperatura elevada, por ejemplo, si
estos dispositivos se llevan cerca del cuerpo.

Si, por ejemplo, se administra una formulacion de insulina glulisina U300 que
comprende trometamol, glicerol y fenol, en lugar de una formulacion U100, el volumen a
administrar se puede reducir. El volumen reducido, junto con la estabilidad mejorada,
mejoran la administracion por una bomba de insulina o un parche bomba, puesto que la
bomba se puede usar durante un tiempo mas prolongado sin cambiar el depésito, y/o se
puede reducir el tamafio de la bomba.

En un modelo animal, de forma sorprendente no se detectdé diferencia en la
farmacocinética y farmacodinamica en formulaciones de insulina glulisina U100 y U300.

En la presente invencion, insulina glulisina es insulina humana Lys(B3), Glu(B29).
La insulina glulisina tiene un peso molecular de 5823 Daltons. Una solucion 0,6 mM de
insulina glulisina contiene 3.4938 mg/mL de insulina glulisina (100 unidades/mL, U100).
Una formulacion de insulina glulisina U300 contiene 300 U/mL de insulina glulisina
(10,4814 mg/mL o 10,48 mg/mL).

Tal como se usa en el presente documento, el término “estabilidad” se refiere a la
estabilidad quimica y/o fisica de los ingredientes farmacéuticos activos, en particular, de
analogos y/o derivados de insulina. El proposito de las pruebas de estabilidad es
proporcionar evidencia sobre cémo varia la calidad del ingrediente farmacéutico activo o
la forma de dosificacion con el tiempo bajo la influencia de una diversidad de factores
ambientales tales como la temperatura, la humedad y la luz, y establecer una vida util de
almacenamiento para el ingrediente farmacéutico activo o la forma de dosificacion y las
condiciones de almacenamiento recomendadas. Los estudios de estabilidad deben incluir
la prueba de los atributos del ingrediente farmacéutico activo que son susceptibles de

cambiar durante el almacenamiento y son propensos a influir en la calidad, seguridad y/o
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eficacia. La prueba debe abarcar, segin sea lo apropiado, los atributos fisicos, quimicos,
biol6gicos y microbiolégicos, contenido de conservante (por ejemplo, antioxidante,
conservante antimicrobiano), y pruebas de funcionalidad (por ejemplo, para un sistema
de administracion de dosis). Los procedimientos analiticos se deben validar totalmente y
se debe indicar la estabilidad. En general, los cambios significativos para un ingrediente
farmacéutico activo y/o una forma de dosificacién con respecto a la estabilidad se definen
como:
. un cambio de un 5% en el ensayo desde su valor inicial; o fallo en
el cumplimiento de los criterios de aceptacion de la potencia cuando se usan

procedimientos biolégicos o inmunolégicos;

° cualquier producto de degradacion que exceda su criterio de
aceptacion;
. fallo en el cumplimiento de los criterios de apariencia, atributos

fisicos y prueba de funcionalidad (por ejemplo, color, fase, separacion, capacidad
de resuspension, aglomeracion, dureza, administracién de dosis por actuacion);
sin embargo, bajo condiciones aceleradas pueden esperarse algunos cambios en
los atributos fisicos (por ejemplo, reblandecimiento de supositorios, fusion de
cremas);
y, segun sea apropiado para la forma de dosificacion:
. fallo en el cumplimiento del criterio de aceptacion para el pH; o
° fallo en el cumplimiento de los criterios de aceptacion para la
disolucion de 12 unidades de dosificacion.

Los cambios significativos se pueden evaluar frente a criterios de aceptacion
establecidos antes de iniciar la evaluacion de la estabilidad.

Los criterios de aceptacion derivaran de las monografias (por ejemplo,
monografias de la Farmacopea Europea, de la Farmacopea de los Estados Unidos, de la
Farmacopea Britanica y otras) y de los lotes analiticos del ingrediente farmacéutico activo
y el producto medicinal usados en los estudios preclinicos y clinicos. Se propondran y
justificaran limites aceptables, teniendo en cuenta los niveles observados en el material
usado en los estudios preclinicos y clinicos. Las caracteristicas del producto pueden ser
apariencia visual, pureza, color y claridad de las soluciones/suspensiones, material en
particulas visible en las soluciones y pH. Por ejemplo, los criterios de aceptacion
adecuados para formulaciones de insulina glulisina durante la vida atil de
almacenamiento estan asociados con los puntos de la prueba. La apariencia de la

solucion (visual), ensayo de insulina glulisina (HPLC), impurezas relacionadas (HPLC),
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proteinas de alto peso molecular (HPSEC), material particualdo (particulas visibles),
material particulado (particulas subvisibles), ensayo de m-cresol y fenol, cinc (AAS).

Los criterios de aceptacion y/o puntos de la prueba mostrados antes se basan en
los limites de aceptacidén de las monografias y/o derivan de la amplia experiencia en el
desarrollo de formulaciones de insulina.

Tal como se usa en el presente documento, el término “tratamiento” se refiere a
cualquier tratamiento de un mamifero, por ejemplo, un trastorno patoloégico o enfermedad
en humanos, e incluye: (1) inhibicién del trastorno patolégico o enfermedad, es decir,
detencion de su desarrollo, (2) alivio del trastorno patolégico o enfermedad, es decir,
hacer que remita el trastorno patolégico, o (3) interrupcion de los sintomas de la
enfermedad.

Tal como se usa en el presente documento, la unidad de medida “U” y/o
“unidades internacionales” se refieren a la actividad reductora de la glucosa en sangre
de la insulina y se define (de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
como sigue: 1 U corresponde a la cantidad de insulina altamente purificada (tal como se
define por la OMS) que es suficiente para reducir el nivel de glucosa en sangre de un
conejo (que tiene un peso corporal de 2 — 2,5 kg) hasta 50 mg / 100 mL en 1 hora y hasta
40 mg / 100 mL en 2 horas. Para la insulina humana, 1 U corresponde a
aproximadamente 35 ug (Lill, Pharmazie in unserer Zeit, N°. 1, paginas 56-61, 2001).
Para insulina glulisina, 100 U corresponden a 3,49 mg (informacién del producto de los
cartuchos Apidra®).

Una modalidad de la invencién es una formulacion farmacéutica acuosa que
comprende 200 — 1000 U/mL de insulina glulisina, de forma mas especifica tales
formulaciones que comprenden insulina glulisina en una concentracién de 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950 o 1000 U/mL. Otra
modalidad de la invencién es una formulacién farmacéutica acuosa que comprende 200 -
500 U/mL de insulina glulisina, de forma mas especifica 270 — 330 U/mL de insulina
glulisina, de forma mas preferida 300 U/mL de insulina glulisina.

Una modalidad de la invencion es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes que estd esencialmente exenta de cinc o contiene 20 pg/mL de cinc o
menos.

Una modalidad de la invencion es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes que comprende al menos una sustancia seleccionada de sustancias
tampon, conservantes y agentes de tonicidad, en la que, preferiblemente, la sustancia

tampdn es trometamol.
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Una modalidad de la invencion es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes que comprende 3 a 10 mg/mL de trometamol.

Una modalidad de la invencién es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes, en la que el conservante es fenol y / o m-cresol.

Una modalidad de la invencion es una formulacién farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes que comprende 1,5 a 3,5 mg/mL de m-cresol y/o 0,5 a 3,0 mg/mL de
fenol.

Una modalidad de la invencion es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes, en la que el agente de tonicidad es glicerol.

Una modalidad de la invencién es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes, que comprende 5 a 26 mg/mL de glicerol.

Una modalidad de la invencion es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes, que esta esencialmente exenta de fosfato.

Una modalidad de la invencién es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes que comprende un aminoacido seleccionado del grupo que comprende
arginina y metionina, en particular en una concentracion de 1 a 30 mg/mL.

Una modalidad de la invencién es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes que comprende un tensioactivo no iénico, en la que el tensioactivo no
ionico se selecciona preferiblemente de un grupo que comprende polisorbato 20,
polisorbato 80 y poloxdmero 171.

Una modalidad de la invencion es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes, en la que el tensioactivo no iénico esta presente en una concentracion
de 1 a 200 pg/mL, preferiblemente 10 a 20 ug/mL, y de forma mas preferida 10 pug/mL.

Una modalidad de la invencion es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes, en la que el pH varia de 3,5 a 9,5, preferiblemente de 6 a 8,5 y, de
forma mas preferible de 7 a 7,8.

Otra modalidad de la invencién es un dispositivo médico que comprende la
formulacién que se ha descrito antes. Dicho dispositivo médico puede ser una bomba de
insulina o0 una pluma para inyeccion.

La formulacién farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores que esta esencialmente exenta de cloruro. Sin embargo, en una formulacion
esencialmente exenta de cloruro de la invencion puede haber una baja cantidad de
cloruro que se afiade a la formulacion tnicamente con el fin de ajustar el pH.

Una modalidad de la invencion es una formulacion farmacéutica acuosa como se

ha descrito antes, para inyeccion.



10

15

20

25

30

35

9

Una modalidad de la invencion es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes, para administracion por una bomba de insulina.

Una modalidad de la invencion es una formulacion farmacéutica acuosa como se
ha descrito antes, para su uso en el tratamiento de diabetes mellitus tipo 1 o diabetes
mellitus tipo 2.

Una modalidad de la invencién es un procedimiento de tratamiento de diabetes
mellitus tipo 1 o diabetes mellitus tipo 2, que comprende la administracion de la
formulacion que se ha descrito antes a un paciente que padece diabetes mellitus tipo 1 o
diabetes mellitus tipo 2, preferiblemente en el que la formulacion se administra por
inyeccion o por una bomba de insulina.

Una modalidad de la invencién es el uso de una formulacion como la que se ha
descrito antes para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de diabetes
mellitus tipo 1 o diabetes mellitus tipo 2.

Como se ha citado antes, la formulacion farmacéutica acuosa de la presente
invencién puede contener un tensioactivo. Tensioactivos farmacéuticamente aceptables
adecuados se describen en el documento WO 02/076495, cuya descripcion se incluye en
la presente memoria como referencia. En particular, el tensioactivo se selecciona de
polisorbato 20, polisorbato 80 y poloxdmero 171. El tensioactivo, en particular polisorbato
20, puede estar presente en una cantidad de 1 a 200 pg/mL, preferiblemente 10 a 20
pug/mL, y de forma mas preferida 10 pg/mL.

La sustancia tampon se puede seleccionar de sustancias tampoén
farmacéuticamente aceptables, tales como fosfato o trometamol. Fosfato dihidratado
puede estar presente en una cantidad de 1 a 5 mg/mL. Una sustancia tampoén preferida
es trometamol (Tris, tris(hidroximetil)-aminometano), que puede estar presente en la
formulacion en una concentracion de 3 a 10 mg/mL, preferiblemente 6 mg/mL.

Se prefiere que la formulacién de la presente invencién sea adecuada para
administracion parenteral. La formulacion se puede inyectar o administrar por medio de
una bomba de insulina 0 una pluma. La bomba de insulina puede ser una bomba parche.
El experto en la técnica es conocedor de dispositivos adecuados.

La formulacién farmacéutica acuosa de la presente invencion es para su uso en el
tratamiento de un paciente que padece diabetes mellitus tipo 1 o diabetes mellitus tipo 2.
En particular, el paciente es un ser humano.

Otro aspecto de la presente invencién es un procedimiento de tratamiento de
diabetes mellitus tipo 1 o diabetes mellitus tipo 2, que comprende administracion de una

formulacion farmacéutica acuosa de la presente invencion a un paciente que padece
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diabetes mellitus tipo 1 o diabetes mellitus tipo 2. La formulacion se administra
preferiblemente por inyeccion, una bomba de insulina o una pluma. En particular, el
paciente es un ser humano.

Otro aspecto mas de la presente invencion es el uso de una formulaciéon
farmacéutica acuosa de la presente invencion para la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de diabetes mellitus tipo 1 o diabetes mellitus tipo 2.

La invencion se describe con mas detalle por las siguientes figuras y ejemplos.

LEYENDAS
Figura 1: Suma de proteinas relacionadas para formulaciones U300 de acuerdo con la
presente invencion (114, 172, 173, 174)
Figura 2: Proteinas de alto peso molecular para formulaciones U300 de acuerdo con la
presente invencion (_114, 172, 173, 174).

EJEMPLO 1

Se compararon formulaciones de insulina glulisina U300 almacenadas en
diferentes condiciones en términos de proteinas de alto peso molecular (HMWP), el
contenido de insulina glulisina, el aumento de proteinas relacionadas y la claridad visual.

Una formulacién de insulina glulisina U300 contiene 300 U/mL de insulina glulisina
(10,48 mg/mL).

El contenido de HMPW describe el grado de agregacion de moléculas de insulina.
Se pueden observar dimeros, trimeros y polimeros de insulina. Un aumento del HMPW
indica una mayor proporcion de moléculas de insulina que estan agregadas.

Los resultados indican que los excipientes tienen un impacto sobre la estabilidad
de una formulacion de insulina glulisina U300 a temperatura elevada y bajo la influencia
de la luz. En particular, la presencia de metionina o una pequefia cantidad de cinc puede
estabilizar la formulacion de insulina glulisina U300 a temperatura elevada y bajo la
influencia de luz.

Se llevd a cabo una comparacion sistematica de la influencia de excipientes sobre
la estabilidad de formulaciones de insulina glulisina U100 y U300. Se prepararon dieciséis
formulaciones U300 y U100, representando todas las permutaciones de

] agente de tonicidad glicerol o NaCl
o conservante m-cresol o fenol
o sustancia tampdn trometamol o fosfato dihidratado
o tensioactivo polisorbato 20 o sin tensioactivo
Mediante esta técnica, se puede comparar la estabilidad de formulaciones que

son diferentes Unicamente en uno de estos cuatro componentes.
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Se prepararon otras formulaciones para comparar el efecto de la presencia de
cinc sobre la estabilidad.
Las formulaciones se almacenaron a 37 C durante 30 dias y se valoraron la
estabilidad fisica y quimica.
EJEMPLO 2
CONTROL DE LA FORMULACION

(a) Procedimientos analiticos

Se llevan a cabo pruebas usando procedimientos analiticos de prueba de acuerdo
con una farmacopea, cuando sea aplicable. El concepto de control de calidad se ha
establecido teniendo en cuenta los requerimientos de Buenas Practicas de Fabricacion,
(GMP) asi como el actual estado del proceso de ICH.

Los procedimientos cromatogréficos analiticos y los no incluidos en una
farmacopea usados para el control de la formulacién se resumen a continuacion:

Descripcidn

Examinar visualmente una serie de recipientes para determinar la conformidad
con los criterios de aceptacion.

Identificacion (HPLC)

La identidad del ingrediente activo se garantiza comparando el tiempo de
retencién de una muestra de formulacién de farmaco con el tiempo de retenciéon de un
patron de referencia usando un procedimiento de HPLC de fase inversa. El procedimiento
también es usado para la determinacion del ensayo del ingrediente activo, para la
determinacion de los compuestos relacionados e impurezas, y para cuantificar los
conservantes m-cresol y fenol.

Ensayo (HPLC)

La prueba se lleva a cabo por cromatografia liquida de fase inversa (HPLC). El
procedimiento también es usado para la determinacion del ensayo del ingrediente activo,
para la determinacion de los compuestos relacionados e impurezas, y para cuantificar los
conservantes m-cresol y fenol. Columna: Gel de silice octadecilsililada (C18), tamafio de
particulas 3 um, tamafio de poro 200 A (250 mm x 4,0 mm), termostatizada a +41 °C.
Automuestreador: termostatizado a <+10 °C. Fase movil A: Solucién tampon pH 2,2 /
acetonitrilo / agua (55:20:25 v/v). Fase movil B: Solucion tampon pH 2,2 / acetonitrilo

(55:45 v/v). El gradiente se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1: Gradiente de HPLC

Tiempo [min] Fase movil A [%] Fase movil B [%)]
0 67,5 32,5

0a42 67,5 32,5

42 a 70 40 60

70a75 40 60

76a76 67,5 32,5

76 a 90 67,5 32,5

Caudal: 0,6 mL/min. Volumen de inyeccion: 12 pL. Deteccion: 205 nm (para el ingrediente
activo) y 252 nm (para m-cresol y fenol). Tiempo de ejecucion tipico: 90 min.

Los ensayos del ingrediente activo, m-cresol y fenol se calculan por normalizacion
externa. Las impurezas se calculan usando el procedimiento del porcentaje del area del
pico.

Compuestos relacionados e impurezas (HPLC)

Se usan las mismas condiciones cromatograficas que para el “Ensayo (HPLC)”
para la determinacién de los compuestos relacionados e impurezas. Los compuestos
relacionados y las impurezas se calculan usando el procedimiento del porcentaje del area
del pico.

Proteinas de alto peso molecular (HMWPs)

Las proteinas de alto peso molecular se determinan usando cromatografia de
exclusion molecular de alta presion (HPSEC). Columna: Shodex Protein KW 802,5 (gel
de silice, diol) 120-7-diol, intervalo de separacion 2000 a 80000 Daltons (300 mm x 8
mm), termostatizada a temperatura ambiente. Automuestreador: Termostatizado a
<+10 °C. Fase movil: Acido acético/acetonitrilo/agua (200:300:400 v/v), ajustado a pH 3,0
con solucién de amoniaco 25% (v/v). Elucién isocréatica. Caudal: 0,5 mL/min. Volumen de
inyeccion: 100 pL. Deteccion: 276 nm. Tiempo de ejecucion tipico: 65 min. Las HMWP se

calculan usando el procedimiento del porcentaje del area del pico.
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Ensayo de conservante antimicrobiano

Se usan las mismas condiciones cromatogréficas que para el “Ensayo (HPLC)”
para la determinacion del ensayo de m-cresol y de fenol. EI m-cresol y fenol se calculan
por un patrén externo.

(c) Justificacion de los criterios de aceptacion

Las pruebas y criterios de aceptacién, tal como se han presentado antes, se
seleccionaron en base a ICH Q6B y en monografias publicadas, resultados analiticos
obtenidos, precision de los procedimientos usados, farmacopeas y/o normas reguladoras,
y son concordantes con los limites convencionales en esta etapa de desarrollo.

Viabilidad de la formulacion para formar soluciones concentradas

Se incluyeron formulaciones de 100 a 900 Unidades/mL para investigar la
viabilidad de soluciones concentradas de insulina glulisina. Se determind que la maxima
solubilidad en agua al pH de 7,3 deseado era de aproximadamente 1100 Unidades/mL.
Se puede confirmar la estabilidad fisica y quimica de formulaciones desde 100 a 900
Unidades/mL.

Estabilidad de la formulacion

(a) Estabilidad de la formulacion

Se iniciaron estudios de estabilidad para la formulacion de acuerdo con el
resumen del protocolo de estabilidad descrito en la siguiente tabla. La composicion y
procedimiento de preparacion de los lotes para la estabilidad es representativa del
material. Se valoro el perfil de estabilidad para el almacenamiento a largo plazo,
condiciones de prueba aceleradas y de estrés de acuerdo con las directrices ICH. Las
muestras se envasaron y almacenaron en cartuchos de 3 mL con precinto de aluminio
con reborde y disco de sellado laminado insertado. Hasta la fecha, se disponia de datos
de estabilidad a 12 meses a partir de los estudios de estabilidad de la formulacién en

Curso.
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Tabla 2: Condiciones de almacenamiento

Condiciones de almacenamiento Intervalos de muestreo Envase

Largo plazo

+5°C+3°C 1, 3,6,y 12 meses cartuchos de 3 mL
Acelerado

+25°C + 2 °C/60% + 5% RH 1, 3,y 6 meses cartuchos de 3 mL
Estrés

+40 °C £ 5 °C/75% = 5% RH 1 mes cartuchos de 3 mL
Fotoestabilidad

Prueba de luz solar segun las 1dia cartuchos de 3 mL
directrices de ICH*

Luz interior** 14 dias cartuchos de 3 mL

* lluminacion general no inferior a 1,2 millones de lux hora y una energia ultravioleta cercana integrada no
menor a 200 vatios hora /m2. Se almacena una muestra control oscura en las mismas condiciones para
eliminar cualquier efecto debido a los cambios de temperatura local

** Tubos fluorescentes convencionales Variolux, Heraeus, GE-Lightening, Tipo F40/33, irradiacion
aproximada 8 W/m?, 2000 Lux. Se almacena una muestra control oscura en las mismas condiciones para
eliminar cualquier efecto debido a los cambios de temperatura local

Las siguientes pruebas se llevaron a cabo durante las pruebas de estabilidad:
apariencia, ensayo, proteinas relacionadas, proteinas de alto peso molecular, pH, materia
en forma de particulas (particulas visibles y subvisibles), ensayo de conservantes
antimicrobianos (m-cresol y fenol), contenido de cinc. Las investigaciones de las
propiedades fisicas después de 6 meses de almacenamiento en condiciones de
almacenamiento a largo plazo de +5°C y las propiedades quimicas después de 12
meses de almacenamiento en las condiciones de almacenamiento a largo plazo de +5 °C
confirman la estabilidad de la formulacion cuando se almacend en las condiciones de
almacenamiento recomendadas. Unicamente se pudieron observar cambios muy ligeros
de las impurezas relacionadas.

Cuando se almacenaron en condiciones aceleradas (6 meses a +25 °C/60% de
HR) las proteinas relacionadas y las proteinas de alto peso molecular aumentaron
ligeramente. Cuando se almacenaron en condiciones aceleradas (1 mes a +40 °C/75%
de HR) las proteinas relacionadas y las proteinas de alto peso molecular aumentaron. El
contenido de ingrediente activo, m-cresol y fenol permanecioé basicamente inmutable en

las condiciones aceleradas.
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Debido a los presentes resultados de los estudios de estabilidad de la formulacion,
se puede confirmar la estabilidad quimica y fisica de la formulacion.

Las Tablas 3 y 4 muestran los resultados de estabilidad a largo plazo, en
condiciones aceleradas y con estrés, en las que los nimeros de lote “_ 114", “ 172",
“ 173" y “ 174" hacen referencia a una formulacion de acuerdo con la presente

invencion.
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Tabla 3: Comparacion de la estabilidad quimica de formulaciones U300 de acuerdo con la invencion (114, 172, 173, 174) frente a otras
formulaciones U300

Composicion
Formu- | Condiciones Duracion del Contenido Conte- Contenido Suma de HMWP [%]
lacion de almacena- almacena- _ Insulina nido m- Fenol proteinas
miento miento . . TE' glulisina Cresol [mg/mL] relaciona-
TE' TE' > —_ [mg/mL] [mg/mL] das [%]
;S ;S £ °
=) =) any = E
E E —_ E S =) -
g 9 oy E 5 g E T E
- E ER) £ £ S - E 3
= @ = 1S £ S = ° = > E
T ] £ = > 1S = = g é «
o ° = o £ I S 8 = © c
g e S 2 = 5 8 s E =
= > @ S © IS 3 .8 I = 2
2 S = - & S 3 5 £ 5 3
£ o (U] IS (1 = L a (8} < =
0F197 +5°C 12 meses 3,49 5 - 315 - 6 -- 001 - - -- 3,52 3,14 - 0,65 0,29
+25°C/HR60% | 6 meses 3,49 5 -- 3,15 - 6 - 0,01 - -- - 3,67 3,07 - 2,55 1,57
+40°C/HR75% | 1 mes 3,49 5 - 315 - 6 -- 001 - - -- 3,41 3,06 - 3,15 4,21
_114 +5°C 12 meses 10,48 - 9,5 2,1 15 6 - 0,01 - -- 9 10,39 2,09 1,48 0,76 0,20
+25°C/HR60% | 6 meses 10,48  -- 9,5 2,1 15 6 -- 001 - - 9 10,47 2,08 1,47 1,94 1,20
+40°C/HR75% | 1 mes 10,48 - 9,5 2,1 15 6 - 0,01 - -- 9 10,12 2,03 1,48 3,24 3,81
_172 +5°C 12 meses 10,48 - 13,2 2,1 15 6 - 0,01 - -- 3 10,64 2,03 1,46 0,52 0,19
+25°C/HR60% | 6 meses 10,48  -- 13,2 2,1 15 6 -- 001 - - 3 10,20 1,99 1,44 2,13 1,02
+40°C/HR75% | 1 mes 10,48 - 13,2 2,1 15 6 - 0,01 - -- 3 9,95 2,13 1,53 3,00 4,23
_173 +5°C 12 meses 10,48  -- 11,3 2,1 15 6 -- 001 - - 6 10,56 2,03 1,46 0,49 0,18
+25°C/HR60% | 6 meses 10,48 - 11,3 2,1 15 6 - 0,01 - -- 6 10,18 2,04 1,46 2,16 1,00
+40°C/HR75% | 1 mes 10,48  -- 11,3 2,1 15 6 -- 001 - - 6 9,75 2,00 1,43 3,14 4,40
_174 +5°C 12 meses 10,48 - 10,1 3,15 - 6 - 0,01 - -- 9 10,74 3,01 -- 0,56 0,19
+25°C/HR60% | 6 meses 10,48  -- 10,1 315 - 6 -- 001 - - 9 10,06 3,04 - 2,24 1,11
+40°C/HR75% | 1 mes 10,48 - 10,1 3,15 - 6 - 0,01 - -- 9 9,59 3,00 - 3,15 4,00
_105 +5°C 12 meses 10,48 5 -- 3,15 - 6 - 0,01 - -- - 15,58 3,12 -- 0,50 0,30
+25°C/HR60% | 6 meses 1048 5 - 315 - 6 -- 001 - - -- 9,88 3,05 - 2,28 2,12
+40°C/HR75% | 1 mes 10,48 5 -- 3,15 - 6 - 0,01 - -- - 10,12 3,02 - 3,28 5,61
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Composicion
Formu- | Condiciones Duracion del Contenido Conte- Contenido Suma de HMWP [%]
lacion de almacena- almacena- . Insulina nido m- Fenol proteinas
miento miento . . _E‘ glulisina Cresol [mg/mL] relaciona-
—E‘ —E‘ > — [mg/mL] [mg/mL] das [%]
£ £ £ <
[=)) [=)) y — e
£ £ —_ c ) =) -
ER- oy E 5 g £ T E
z S E > = E < S~ E 3
5 a > IS £ S k=] > -] > E
5 @ £ = > e < 8 £ £ <
e ° = o £ 5} ° 8 =2 © c
g e S 2 = b 2 5 £ s c
= E 53 2 ] £ S 3 n £ 2
z 8 2 Q 5 s 8 5 £ 5 B
£ (@) (U] IS w = L o (@) < =
_106 +5°C 12 meses 10,48 0,58 16 1,72 15 - 125 - 0,0196  -- -- 15,54 1,70 1,47 0,61 0,22
+25°C/HR60% | 6 meses 10,48 0,58 16 1,72 15 -- 1,25 -- 0,0196 - - 9,64 1,63 1,42 1,83 1,60
+40°C/HR75% | 1 mes 10,48 0,58 16 1,72 15 - 125 - 0,0196  -- -- 9,65 1,64 1,45 3,85 5,08
_107,1 +5°C 12 meses 10,48 0,58 16 1,72 15 -- 1,25 -- -- - - 10,47 1,70 1,47 0,83 0,43
+25°C/HR60% | 6 meses 10,48 0,58 16 1,72 15 - 125 - - -- -- 9,78 1,68 1,46 1,98 2,26
+40°C/HR75% | 1 mes 10,48 0,58 16 1,72 15 -- 1,25 -- -- - - 9,80 1,66 1,48 3,98 5,59
_109 +5°C 12 meses 10,48 -- 10,2 2,1 15 6 -- 0,01 0,0196 9 - 10,56 2,09 1,48 0,78 0,25
+25°C/HR60% | 6 meses 10,48  -- 10,2 2,1 15 6 - 0,01 00196 9 -- 9,67 2,04 1,45 2,04 1,49
+40°C/HR75% | 1 mes 10,48 -- 10,2 2,1 15 6 -- 0,01 0,0196 9 - 9,92 2,05 1,49 3,41 5,93
_in +5°C 12 meses 10,48  -- 10,0 2,4 15 6 - 001 - 9 -- 10,49 2,40 1,48 0,93 0,30
+25°C/HR60% | 6 meses 10,48 -- 10,0 2,4 15 6 -- 0,01 - 9 - 9,90 2,36 1,46 2,28 2,16
+40°C/HR75% | 1 mes 10,48  -- 10,0 2,4 15 6 - 001 - 9 -- 9,82 2,37 1,50 3,13 7,62
_112 +5°C 12 meses 10,48 -- 10,6 2,4 0,9 6 -- 0,01 - 9 - 10,37 2,38 0,89 0,97 0,31
+25°C/HR60% | 6 meses 10,48  -- 10,6 2,4 0,9 6 - 001 - 9 -- 10,03 2,37 0,89 2,07 2,04
+40°C/HR75% | 1 mes 10,48 -- 10,6 2,4 0,9 6 -- 0,01 - 9 - 10,03 2,31 0,89 3,22 571
_113 +5°C 12 meses 10,48  -- 10,3 2,1 15 6 - 001 - 9 -- 10,44 2,10 1,49 1,00 0,27
+25°C/HR60% | 6 meses 10,48  -- 10,3 2,1 15 6 - 001 - 9 -- 10,17 2,09 1,48 2,18 1,99
+40°C/HR75% | 1 mes 10,48 -- 10,3 2,1 15 6 -- 0,01 - 9 - 9,88 2,07 1,50 3,07 7,52
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Tabla 4: Comparacién de la estabilidad fisica de formulaciones U300 de acuerdo con la invencién (_114, 172, 173, 174) frente a otras

formulaciones U300

s Después de 6 meses de almacenamiento a largo plazo a +5°C se agit6 a
Composicion +37°C con 120 rpm
Formu- | Condicio- Duracioén TO T3 T7 T10
lacién nes de del 'g
almacena- | almacena g ° >
miento -miento E o - 'g 5 B £ - —El
i 3 E 5 z £ £ 8 o s 2
3 @ =2 £ £ S 2 > 2 2 E
= [4) e = > IS = = £ £ <
=] ° = S IS S o° I} > p g
8 7 o T B @ & & e - £ £ c g
c ) = c - P — [ =1 - 5] =N R c
S E 2 5 8 5 S E £ E 2 9 £ 2
2 ® S g £ I 5 [ 8 © © £ 2 2
£ E O E © £ s £ 2 E @& 3] < s
_114 +5°C 6 meses 10,48 -- 9,5 2,1 15 6 - 0,01 -- - 9 Transparente, Transparente, 1,30 Transparente, Transparente,
1,15 FNU FNU 1,28 FNU 1,20 FNU
_172 +5°C 6 meses 10,48 - 13,2 2,1 15 6 - 0,01 - - 3 Transparente, Transparente, 1,13 Transparente, Transparente,
1,10 FNU FNU 1,15FNU 1,19 FNU
_173 +5°C 6 meses 10,48 - 11,3 2,1 15 6 - 0,01 - - 6 Transparente, Transparente, 1,13 Transparente, Transparente,
1,11 FNU FNU 1,14 FNU 1,17 FNU
_174 +5°C 6 meses 10,48 - 10,1 315 - 6 - 0,01 - - 9 Transparente, Transparente, 1,16  Transparente, Transparente,
1,10 FNU FNU 1,18 FNU 1,20 FNU
_105 +5°C 6 meses 10,48 5 - 315 - 6 - 0,01 - - - Transparente, Transparente, 1,62  Transparente, Transparente,
1,95 FNU FNU 1,97 FNU 1,64 FNU
_106 +5°C 6 meses 10,48 0,58 16 1,72 1,5 - 1,25 -- 0,0196 -- - Transparente, Ligeramente turbio, Turbio, 64,90 Turbio, 99,17
1,11 FNU 19,84 FNU FNU FNU
_107,1 | +5°C 6 meses 10,48 0,58 16 1,72 15 - 1,25 - - - - Transparente, Ligeramente turbio,  Turbio, Turbio,
1,06 FNU 6,43FNU 28,17FNU 51,51FNU
_109 +5°C 6 meses 10,48 -- 10,2 2,1 15 6 - 0,01 0,0196 9 -- Transparente, Transparente, 1,28 Transparente, Transparente,
1,30 FNU FNU 1,32 FNU 1,31 FNU
111 +5°C 6 meses 10,48 -- 10,0 2,4 15 6 - 0,01 -- 9 -- Transparente, Transparente, 1,44 Transparente, Transparente,
1,41 FNU FNU 1,47 FNU 1,44 FNU
_112 +5°C 6 meses 10,48 -- 10,6 2,4 0,9 6 - 0,01 -- 9 -- Transparente, Transparente, 1,35 Transparente, Transparente,
1,34 FNU FNU 1,35 FNU 1,36 FNU
_113 +5°C 6 meses 10,48 - 10,3 2,1 15 6 - 0,01 - 9 - Transparente, Transparente, 1,43  Transparente, Transparente,
1,37 FNU FNU 1,58 FNU 1,38 FNU
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EJEMPLO 3
FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMICA DE FORMULACIONES U300 Y U100 DE
INSULINA GLULISINA

Se indujo diabetes mellitus a cerdos enanos castrados macho del Yucatan con un

peso aproximado de 30 kg mediante tratamiento con aloxano aproximadamente tres
semanas antes del experimento. El cerdo enano tratado con aloxano es un modelo para la
diabetes mellitus tipo 1 en seres humanos.

Un primer grupo de cerdos enanos tratados con aloxano (n=4) recibié 0,3 U/kg de
insulina glulisina U100 (100 U/mL) por via subcutanea. La composicion U100 corresponde a
la formulacion comercial de “Apidra”. Un segundo grupo (n=4) recibié 0,3 U/kg de insulina
glulisina U300 (300 U/mL) por via subcutanea.

Se determind la concentracién plasmatica de insulina glulisina mediante un ensayo
especifico de CL-EM/EM (nivel de deteccidén de 0,1 ng/mL). No se detectd diferencia en la
concentracion plasmatica de insulina glulisina en los cerdos enanos tratados con U100 y
U300.

Tras el tratamiento con insulina glulisina U100 o U300, la concentracion de glucosa
en el plasma disminuyé rdpidamente. No se detecté diferencia en el efecto sobre la glucosa
plasmatica entre el grupo U100 y U300. En todos los animales de ambos grupos de
tratamiento, la concentracion de glucosa plasmatica estuvo por debajo del umbral de
deteccion dentro de las 3 horas siguiente al tratamiento.

Este experimento demuestra que la formulacion U300 de insulina glulisina es

adecuada para el tratamiento de la diabetes mellitus.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion farmacéutica acuosa, que comprende 200 — 1000 U/mL de

insulina glulisina.

2. Una formulacion farmacéutica acuosa, que comprende insulina glulisina en una
concentracion de 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900,
950 0 1000 U/mL.

3. Laformulacién acuosa de la reivindicacion 1, que comprende 200 - 500 U/mL de
insulina glulisina.

4.  La formulacion farmacéutica acuosa de la reivindicaciéon 3, que comprende 270
— 330 U/mL de insulina glulisina.

5. La formulacién farmacéutica acuosa de la reivindicacion 4, que comprende 300
U/mL de insulina glulisina.

6. La formulacion farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que esté esencialmente exenta de cinc o contiene 20 pg/mL de cinc 0 menos.

7. La formulacion farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que comprende al menos una sustancia seleccionada de sustancias tampon,
conservantes y agentes de tonicidad.

8. La formulacion farmacéutica acuosa de la reivindicacion 7, en la que la
sustancia tampon es trometamol.

9. La formulacion farmacéutica acuosa de la reivindicacion 8, que comprende de 3
a 10 mg/mL de trometamol.

10. La formulacién farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8,
en la que el conservante es fenol y / o m-cresol.

11. La formulacion farmacéutica acuosa de la reivindicacion 10, que comprende de
1,5 a 3,5 mg/mL de m-cresol y / o de 0,5 a 3,0 mg/mL de fenol.

12. La formulacion farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones 8 a
11, en la que el agente de tonicidad es glicerol.

13. La formulacion farmacéutica acuosa de la reivindicacion 12, que comprende de
5 a 26 mg/mL de glicerol.

14. La formulacion farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores que esta esencialmente exenta de fosfato.

15. La formulacion farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones
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anteriores, que comprende un aminoacido seleccionado de un grupo que comprende
arginina y metionina.

16. La formulacion farmacéutica acuosa de la reivindicacion 15, que comprende el
amino&cido en una concentracion de 1 a 30 mg/mL.

17. La formulacion farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que comprende un tensoactivo no iénico.

18. La formulacion farmacéutica acuosa de la reivindicacion 17, en la que el
tensioactivo no iénico se selecciona de un grupo que comprende polisorbato 20, polisorbato
80 y poloxamero 171.

19. La formulacion farmacéutica acuosa de la reivindicacion 18, en la que el
tensioactivo no idnico esta presente en una concentracion de 1 a 200 pg/mL.

20. La formulacion farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en la que el pH varia de 3,5 a 9,5.

21. La formulacion farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en la que el pH varia de 6 a 8,5.

22. La formulacion farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en la que el pH variade 7 a 7,8.

23. La formulacion farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores que esta esencialmente exenta de cloruro.

24. La formulacion farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
23, para inyeccion.

25. La formulacion farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
23, para administracion por una bomba de insulina.

26. La formulacién farmacéutica acuosa de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, para su uso en el tratamiento de diabetes mellitus tipo 1 o diabetes mellitus tipo 2.

27. Un procedimiento de tratamiento de diabetes mellitus tipo 1 o diabetes mellitus
tipo 2, que comprende la administracion de la formulacién de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 24 a un paciente que padece diabetes mellitus tipo 1 o diabetes mellitus
tipo 2.

28. EI procedimiento de la reivindicacion 27, en el que la formulacion es
administrada por inyeccion.

29. EI procedimiento de la reivindicacion 27, en el que la formulacion es

administrada por una bomba de insulina.
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30. Uso de una formulacion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de diabetes mellitus tipo 1 o diabetes
mellitus tipo 2.

31. Dispositivo médico que comprende una formulacién segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 26.
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RESUMEN
Una formulacion farmacéutica acuosa que comprende 200 — 1000 U/mL de

insulina glulisina.
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