COMPOSICION FARMACEUTICA DE PEMBROLIZUMAB Y SU USO

Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con el campo de la farmacia y la medicina,
especificamente con las composiciones farmacéuticas del anticuerpo anti-PD-1 pembrolizumab,
que pueden utilizarse para el tratamiento de neoplasias malignas o enfermedades infecciosas.

Antecedentes de la invencion

La proteina de muerte celular programada 1 (PD-1) es un miembro inhibidor de la familia
de receptores CD28 y se localiza en la superficie celular de linfocitos T, células B, monocitos,
celulas NK y células dendriticas (Jin H.T., Ahmed R., Okazaki T. Role of PD-1 in regulating T-
cell immunity. Curr Top Microbiol Immunol. 2011; 350: 17-37). EI PD-1 es un receptor
transmembrana de la familia de las inmunoglobulinas y consta de 288 aminoacidos. La estructura
de la proteina incluye un dominio IgV extracelular, un brazo espaciador, un dominio
transmembrana y un dominio citoplasmético. Este Gltimo incluye 2 secuencias que contienen
tirosina (ITIM e ITSM) que participan en la sefializacion en una célula (Francisco LM, Sage PT,
Sharpe AH. The PD-1 pathway in tolerance and autoimmunity. Immunol Rev. 2010;236:219-242.
d0i:10.1111/j.1600-065X.2010.00923.x).

PD-1 tiene 2 ligandos inhibidores, PD-L1 y PD-L2, que también son receptores
transmembrana y desempefian un papel importante en la homeostasis inmunitaria. PD-L1 se
expresa en células T y B, células dendriticas, macrofagos, células endoteliales, hematopoyéticas y
epiteliales. Ademas, se ha detectado la expresién de PD-L1 en las células de muchos tipos de
tumores malignos, como el melanoma, el carcinoma de células renales, el cancer de pulmon de
células no pequefias, los tumores de cabeza y cuello, los tumores del tracto gastrointestinal, el
cancer de ovario, los linfomas y las leucemias (Han Y., Liu D., Li L. PD-1/PD-L1 pathway: current
researches in cancer. Am J Cancer Res. 2020; 10(3): 727-742). PD-L2 tiene una expresion limitada
en macrofagos y células dendriticas activadas y se une principalmente al receptor PD-1. El
principal factor que aumenta la expresion de PD-L1 y PD-L2 es la citocina antiinflamatoria IFNy.

El receptor PD-1y su ligando PD-L1 desempefian un papel importante en la supervivencia
y la progresion de las neoplasias malignas. Como se ha sefialado anteriormente, la expresion del
receptor PD-L1 aumenta en la superficie de muchos tipos de células malignas. La interaccion PD-
L1/PD-1 estimula el desarrollo de la inmunosupresion en el microambiente tumoral y, por tanto,
protege a las células tumorales de la actividad de las células T citotoxicas CD8+. El sistema PD-
1/PD-L1 es un objetivo terapéutico prometedor (Wu Y., Chen W., Xu Z.P.,, Gu W. PD-L1
Distribution and Perspective for Cancer Immunotherapy-Blockade, Knockdown, or Inhibition.
Front Immunol. 2019; 10: 2022, Ju X., Zhang H., Zhou Z., Wang Q. Regulation of PD-L1



expression in cancer and clinical implications in immunotherapy. Am J Cancer Res. 2020; 10(1):
1-11).

Se conoce el anticuerpo anti-PD-1 pembrolizumab, que es un anticuerpo monoclonal G4
(1gG4) humanizado contra el receptor PD-1 humano (PCT/US2008/007463). Se produjo mediante
la combinacion de secuencias variables de un anticuerpo murino de alta afinidad contra el receptor
PD-1 y un marco IgG4 kappa humano que contiene una mutacion estabilizadora S228P en el
fragmento Fc. Bloquea selectivamente la union del receptor PD-1 a sus ligandos, reactivando la
inmunidad antitumoral. La activacion de la respuesta inmunitaria estimula la eliminacion de las
células tumorales.

Pembrolizumab ha demostrado una alta eficacia en el tratamiento de varios tipos de
tumores malignos: melanoma, cancer de pulmoén no microcitico, cancer de pulmoén microcitico,
cancer de cabeza y cuello, linfoma de Hodgkin clasico, carcinoma urotelial, cancer de estbmago,
neoplasias malignas con alta inestabilidad de microsatélites, carcinoma hepatocelular, cancer de
esdfago, cancer de cuello de Utero, carcinoma de células de Merkel, cancer de células renales,
cancer de endometrio, etc. También se sabe que el pembrolizumab se utiliza para el tratamiento
de enfermedades infecciosas. Actualmente, se esta estudiando el pembrolizumab en la terapia de
otras enfermedades o trastornos en los que la inhibicién de la actividad de PD-1 puede ser deseable.

El estado de la técnica proporciona Keytruda, un producto terapéutico que incluye
pembrolizumab, sacarosa, polisorbato 80 y un tampén de histidina (PCT/US2012/031063). A
pesar de ello, todavia se necesitan nuevas composiciones farmacéuticas estables mejoradas de

pembrolizumab.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un grafico del contenido de agregados determinado por SE HPLC (%) frente
al tiempo de almacenamiento a una temperatura de 25 = 2 °C para el anticuerpo monoclonal
pembrolizumab en las formulaciones de prueba.

La figura 2 es un gréfico del contenido de mondmero determinado por SE HPLC (%) frente
al tiempo de almacenamiento a una temperatura de 25 + 2 °C para el anticuerpo monoclonal
pembrolizumab en las formulaciones de prueba.

La figura 3 es un grafico del contenido de la fraccion basica determinado por IE HPLC (%)
frente al tiempo de almacenamiento a una temperatura de 25 + 2 °C para el anticuerpo monoclonal
pembrolizumab en las formulaciones de prueba.

La figura 4 es un grafico del contenido de monémero determinado por EC en condiciones
no reductoras (%) frente al tiempo de almacenamiento a una temperatura de 25 + 2 °C para el

anticuerpo monoclonal pembrolizumab en las formulaciones de prueba.
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La figura 5 es un grafico del contenido de la suma de cadenas pesadas y ligeras determinado
por EC en condiciones reductoras (%) frente al tiempo de almacenamiento a una temperatura de
25 + 2 °C para el anticuerpo monoclonal pembrolizumab en las formulaciones de prueba.

La figura 6 es un grafico de la actividad especifica relativa (%) frente al tiempo de
almacenamiento a una temperatura de 25 + 2 °C para el anticuerpo monoclonal pembrolizumab en

las formulaciones de prueba.

Descripcion detallada de la invencion

Definiciones

A menos que se definan de otro modo en el presente documento, todos los términos
técnicos y cientificos utilizados en relacidn con la presente invencién tendran el mismo significado
que suelen entender los expertos en la técnica.

Ademas, salvo que el contexto exija lo contrario, los términos en singular incluirén los
términos en plural, y los términos en plural incluiran los términos en singular.

Tal como se utiliza en la presente descripcion y en las reivindicaciones que siguen, a menos
que el contexto dicte lo contrario, las palabras "tener", "incluir" y "comprender™ o sus variaciones,
como "tiene", "incluye", o "comprende”, se entenderd que implican la inclusién de un nimero
entero o grupo de nimeros enteros indicado, pero no la exclusion de ningin otro nimero entero o
grupo de numeros enteros.

El término "composicion farmacéutica” se refiere a una composicion y/o formulacion que
comprende pembrolizumab en una cantidad terapéuticamente eficaz y excipientes o sustancias
auxiliares (portadores, diluyentes, cargas, disolventes, etc.), cuya eleccion y proporciones
dependen del tipo y la via de administracion y dosificacion.

El término "composicion acuosa”, tal como se utiliza aqui, se refiere a una composicion a
base de agua, el agua en la composicion puede ser: agua, agua para inyecciones, solucion salina
fisioldgica (solucién acuosa de cloruro de sodio al 0,9%-1,0%).

El término "liofilizado" utilizado aqui se refiere a una formulacién que ha sido sometida a
un proceso conocido en la técnica como liofilizacion, que incluye la congelacién de la formulacion
seguida de la eliminacion del hielo del contenido congelado.

La composicion farmacéutica es "estable™ si el agente activo conserva la estabilidad fisica
y/o la estabilidad quimica y/o la actividad bioldgica del mismo durante la vida Gtil especificada a
una temperatura de almacenamiento, por ejemplo, de entre 2 y 8 °C. Ademas, el agente activo
puede conservar tanto la estabilidad fisica como la quimica, asi como la actividad biologica. El
periodo de almacenamiento se ajusta en funcion de los resultados de la prueba de estabilidad en

condiciones de envejecimiento acelerado o natural.
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El término "almacenamiento a largo plazo” o "estabilidad a largo plazo™ se entiende como
que una composicion farmacéutica puede almacenarse durante tres meses 0 mas, durante seis
meses 0 mas, durante un afio 0 mas, y la composicion puede tener una vida util estable minima de
al menos dos afios también. En general, los términos "almacenamiento a largo plazo™ y "estabilidad
a largo plazo" incluyen, ademas, duraciones de almacenamiento estables que son al menos
comparables 0 mejores que la vida Util estable requerida tipicamente para las formulaciones
comerciales actualmente disponibles del anticuerpo anti-PD-1 pembrolizumab, sin pérdidas de
estabilidad que harian que la formulacion fuera inadecuada para su aplicacion farmacéutica
prevista.

El término "agente tampon" se refiere a un componente acido o basico (tipicamente un
acido debil o una base débil) del tampdn o solucién tampon. Un agente tampdn ayuda a mantener
el valor del pH de una solucion dada en un valor predeterminado o cerca de él, y los agentes tampon
se eligen generalmente para complementar el valor predeterminado. Un agente tampon puede ser
un compuesto Unico que da lugar a un efecto tampdn deseado, especialmente cuando dicho agente
tampon se mezcla con (y es convenientemente capaz de intercambiar protones con) una cantidad
adecuada (dependiendo del valor predeterminado deseado) del correspondiente "conjugado
acido/base" del mismo.

El término "tampon" o "solucién tampdn™ se refiere a una solucion acuosa que comprende
una mezcla de un acido (tipicamente un &cido debil, como por ejemplo acido acético, acido citrico)
y una base conjugada del mismo (como por ejemplo una sal de acetato o citrato, por ejemplo
acetato de sodio, citrato de sodio, asi como hidratos de dichas sales, por ejemplo, acetato de sodio
trihidratado) o alternativamente una mezcla de una base (tipicamente una base débil, p. ej.
histidina) y un &cido conjugado de la misma (p. ej. clorhidrato de histidina o clorhidrato de
histidina monohidratado o clorhidrato de L-histidina (h/c) monohidratado (m/h) o L-histidina h/c
m/h o histidina h/c m/h). El valor del pH de una "solucion tampon" sdlo cambia ligeramente al
afadirle una pequefia cantidad de base fuerte o de acido fuerte, asi como al diluirla o concentrarla,
debido al "efecto tampdn™ impartido por un "agente tampon".

En la presente solicitud, un "sistema tampon" comprende uno 0 mas agentes tampdén y/o
un conjugado acido/base de los mismos, y mas convenientemente comprende uno o mas agentes
tampodn y un conjugado &cido/base de los mismos, y mas convenientemente comprende un agente
tampon y un conjugado acido/base de los mismos. A menos que se especifique lo contrario,
cualquier concentracion referida aqui a un "sistema tampon" (una concentracién tampén) puede
referirse adecuadamente a la concentracion combinada de agente(s) tampdn y/o conjugado(s)
acido/base de los mismos. En otras palabras, las concentraciones referidas aqui a un "sistema

tampon” pueden referirse a la concentracion combinada de todas las especies tampdn relevantes
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(es decir, las especies en equilibrio dinamico entre si, por ejemplo, citrato/&cido citrico). EI pH
global de la composicion que comprende el sistema tampon pertinente es un reflejo de la
concentracion de equilibrio de cada una de las especies tampon pertinentes (es decir, el equilibrio
entre el agente o agentes tampdn y los conjugados acido/base de los mismos).

Las soluciones tampon pueden ser, por ejemplo, acetato, fosfato, citrato, histidina,
succinato y otras soluciones tampon. Generalmente, la composicion farmacéutica tiene
preferentemente un pH en el rango de 4,0 a 8,0.

"Estabilizador” se refiere a un excipiente o una mezcla de dos 0 méas excipientes que
proporcionan la estabilidad fisica y/o quimica del agente activo. Los estabilizadores pueden ser
aminoacidos, por ejemplo, y sin caracter exhaustivo, arginina, histidina, glicina, lisina, glutamina,
prolina; tensioactivos, por ejemplo, y sin caracter exhaustivo, polisorbato 20 (nombre comercial:
Tween 20), polisorbato 80 (nombre comercial: Tween 80), polietileno-polipropilenglicol y
copolimeros de los mismos (nombres comerciales: Poloxamer, Pluronic, dodecilsulfato de sodio
(SDS); antioxidantes, por ejemplo, y sin caracter exhaustivo, metionina, acetilcisteina, acido
ascorbico, monotioglicerol, sales de acido sulfuroso, etc.; agentes quelantes, por ejemplo, y sin
caracter exhaustivo, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido dietilentriaminopentaacético
(DTPA), citrato de sodio, etc.

Los términos "agente osmotico™ o "agente regulador de la tonicidad", asi como "osmolito",
tal y como se utilizan en el presente documento, se refieren a un excipiente que puede proporcionar
la presion osmotica necesaria de una solucién liquida de anticuerpos. En algunas realizaciones, el
agente regulador de la tonicidad puede aumentar la presion osmética de una formulacion liquida
de anticuerpos hasta una presion isotonica, de manera que dicha formulacion liquida de
anticuerpos sea fisiolégicamente compatible con las células del tejido del organismo de un sujeto.
En otra realizacion, el agente regulador de la tonicidad puede contribuir a aumentar la estabilidad
de los anticuerpos. La formulacién "isoténica" es una formulacion que tiene una presion osmética
equivalente a la de la sangre humana. Las formulaciones isoténicas suelen tener una presion
osmotica de aproximadamente 239 a 376 mOsm/kg. Un agente tonificante puede estar en forma
enantiomérica (por ejemplo, enantibmero L o D) o racémica; en forma de isémeros, como alfa o
beta, incluyendo alfa, alfa; o beta, beta; o beta, alfa; en forma de &cido libre o base libre; en forma
de sal; en forma hidratada (por ejemplo, monohidrato o dihidrato), o en forma anhidra. Los agentes
osmoticos ejemplares son, entre otros, azUcares (trehalosa, trehalosa dihidratada, sacarosa,
glucosa), polioles (manitol, sorbitol), aminoacidos (prolina o L-prolina, arginina, glicina) o sales
(cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de magnesio).

Tal como se utiliza aqui, el término "solubilizador” se refiere a un tensioactivo no ionico

farmacéuticamente aceptable. Pueden utilizarse tanto un solubilizador como combinaciones de
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solubilizadores. Algunos ejemplos de solubilizadores son, sin limitacion, el polisorbato 20 o el
polisorbato 80, el poloxamero 184 o el poloxamero 188, 0o PLURONIC®.

Normalmente, los aminoacidos son L-aminoacidos. Por ejemplo, si se utiliza histidina y
clorhidrato de histidina monohidratado, suele ser L-histidina y clorhidrato de L-histidina
monohidratado. Por ejemplo, si se utiliza prolina, suele ser L-prolina. También pueden utilizarse
equivalentes de aminoécidos, por ejemplo, sales de prolina farmacéuticamente aceptables (por
ejemplo, clorhidrato de prolina).

El término "medicamento” o "formulacién™ es una sustancia (0 una mezcla de sustancias
como composicion farmacéutica) en forma de comprimidos, cdpsulas, soluciones, unglentos y
otras formas preparadas destinadas al restablecimiento, la mejora o la modificacion de las
funciones fisioldgicas en los seres humanos y los animales, y al tratamiento y la profilaxis de
enfermedades, para el diagnostico, la anestesia, la anticoncepcion, la cosmetologia y otros.

El término "uso" se aplica a la posibilidad de utilizar la composicion farmaceutica de
pembrolizumab segln la presente invencion para tratar, aliviar el curso de las enfermedades,
acelerar la remision, reducir la tasa de recurrencia de enfermedades o trastornos.

El término "método de tratamiento™ se aplica a la posibilidad de utilizar la composicion
farmacéutica de pembrolizumab segun la presente invencién para tratar, aliviar el curso de las
enfermedades, acelerar la remision, reducir la tasa de recurrencia de las enfermedades o trastornos.
"Tratar" o "tratamiento", "profilaxis™ de una enfermedad, trastorno o afeccion puede comprender
la prevencion o el retraso de la aparicion de los sintomas clinicos de una enfermedad, trastorno o
afeccion que se desarrolla en el ser humano, la inhibicién de una enfermedad, trastorno o afeccion,
es decir detener, reducir o retrasar el desarrollo de una enfermedad o una recaida de la misma (en
caso de terapia de mantenimiento) o al menos un sintoma clinico o subclinico de la misma, o el
alivio o la flexibilizacion de una enfermedad, es decir, provocar la regresion de una enfermedad,
trastorno o afeccion.

El término "administracion parenteral” se refiere a los regimenes de administracion,
tipicamente realizados por inyeccion (infusion), e incluye, en particular, la inyeccion o infusion
intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratraqueal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca,
intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea,

intraespinal, epidural e intraesternal.

Abreviaturas
CE - control de entrada,
CD - congelacion-descongelacion,

kp - parametro de interaccion de difusion,



Rh - radio hidrodinamico,

SH - sacudida,

T - temperatura,

T ons - temperatura de inicio de la fusion,

T1 - primera temperatura de fusion,

T2 - segunda temperatura de fusion,

T agr - temperatura de agregacion,

TS - estrés térmico,

TS50 96H - pardmetro de calidad tras un estrés térmico a 50°C durante 96 horas,

A TS50 96H - cambio en el pardmetro de calidad tras el estrés (estrés térmico a 50°C
durante 96 horas),

TS50 - parametro de calidad tras un estrés térmico a 50°C durante 10 dias,

A TS50 - cambio en el parametro de calidad tras el estrés (estrés térmico a 50°C durante
10 dias),

A abs - cambio absoluto en el perfil de la variante cargada determinado por el método 21,

SHB00 96H - parametro de calidad después de la agitacion (shake) durante 96 horas,

A SH800 96H - cambio en el parametro de calidad tras el estrés (agitacion durante 96
horas),

SHB800 - parametro de calidad después de la agitacion (shake) durante 14 dias,

A SH800 - cambio en el pardmetro de calidad tras el estrés (agitacion durante 14 dias),

CD(-20)*5 - parametro de calidad tras 5 ciclos de congelacién,

CD(-20)*3 - parametro de calidad tras 3 ciclos de congelacion,

A CD(-20)*5 - cambio en el pardmetro de calidad tras el estrés (5 ciclos de congelacion),

A CD(-20)*3 - cambio en el parametro de calidad tras el estrés(3 ciclos de congelacion),

Acido 3,5 1H - parametro de calidad tras la hidrolisis acida a pH 3,5 y el envejecimiento
durante 1 hora,

Acido 4,0 - parametro de calidad tras la hidrdlisis acida a pH 4,0 y el envejecimiento
durante 10 dias,

A Acido 3,5 1H - cambio en el parametro de calidad tras el estrés (hidrdlisis acida a pH 3,5
y envejecimiento durante 1 hora),

A Acido 4,0 - cambio en el parametro de calidad tras el estrés (hidrdlisis &cida a pH 4,0 y
envejecimiento durante 10 dias),

Basico 8,5 1H - parametro de calidad tras la hidrolisis béasica a pH 8,5 y el envejecimiento
durante 1 hora,



Basico 8,0 - parametro de calidad tras la hidrdlisis bésica hasta el pH 8,0 y el
envejecimiento durante 10 dias,

A Basico 8,5 1H - cambio en el pardmetro de calidad tras el estrés (hidroélisis basica a pH
8,5 y envejecimiento durante 1 hora),

A Basico 8,0 - cambio en el pardmetro de calidad tras el estrés (hidroélisis bésica a pH 8,0
y envejecimiento durante 10 dias),

Ox 0,1% - parametro de calidad tras la oxidacion con perdéxido de hidrégeno durante 4
horas,

A Ox 0,1% - cambio en el pardmetro de calidad tras el estrés (oxidacion con peroxido de
hidrdgeno durante 4 horas),

UV - pardmetro de calidad tras el fotoestrés, dosis ICHx1,

A UV - cambio en el pardmetro de calidad tras el estrés (fotoestrés, dosis ICHx1),

n/d - no determinado,

UV - Exposicion a los rayos UV,

IE HPLC: cromatografia liquida de alto rendimiento con intercambio iénico,

EC - electroforesis capilar,

No red. - Condiciones no reductoras,

SW - software,

Red. - condiciones de reduccion

SA - actividad especifica (potencia),

SE HPLC: cromatografia liquida de alto rendimiento por exclusion de tamafio.

La presente invencion da a conocer composiciones farmacéuticas del anticuerpo anti-PD-
1 pembrolizumab, que pueden utilizarse como medicamento para tratar neoplasias malignas o
enfermedades infecciosas.

Durante la seleccion de la formulacion, tuvimos en cuenta la finalidad, la via de
administracién y la tolerabilidad del medicamento (por ejemplo, la reduccion de las molestias
durante la administracion), asi como la estabilidad y la conservacién de la actividad de la molécula
proteica dentro de la formulacion.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende:

0] pembrolizumab;

(i) histidina

(iii)  clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv)  glicina;



(v)  trehalosay poloxamer 188, o

prolina; y

(vi)  agua para inyeccion.

En algunas realizaciones de la invencién, la composicion farmacéutica comprende:

Q) pembrolizumab;

(i) histidina

(iii)  clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv)  glicina;

(v)  trehalosay poloxamer 188;y

(vi)  agua para inyeccion.

En algunas realizaciones de la invencién, la composicién farmacéutica comprende:

Q) pembrolizumab;

(i) histidina

(iii)  clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv) glicina;

(v)  prolina;y

(vi)  agua para inyeccion.

La concentracion de pembrolizumab contenida en las composiciones farmaceuticas de la
presente invencidn puede variar en funcién de las propiedades deseadas de las composiciones, asi
como de las condiciones, métodos y fines particulares de uso de las composiciones farmacéuticas.

En algunas realizaciones de la invencién, el pembrolizumab esta presente en una
concentracion de 5-50 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencion, la histidina esta presente en una concentracion
de 0,087-0,432 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencion, el clorhidrato de histidina monohidratado esta
presente en una concentracion de 0,464-0,931 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencién, la glicina esta presente en una concentracion de
1-2 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencion, la trehalosa esta presente en una concentracion
de 70-130 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencién, el poloxamer 188 estad presente en una
concentracion de 0,8-1,2 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencion, la prolina estd presente en una concentracion de
20-34 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencién, la composicién farmacéutica comprende:



Q) 5-50 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,087-0,432 mg/ml de histidina;

(iii)  0,464-0,931 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv)  1-2 mg/ml de glicina;

(v)  70-130 mg/ml de trehalosa y 0,8-1,2 mg/ml de poloxamer 188, o

20-34 mg/ml de prolina; y

(vi) agua parainyecciénal ml.

En algunas realizaciones de la invencidn, la composicion farmacéutica comprende:

Q) 5-50 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,087-0,432 mg/ml de histidina;

(iii)  0,464-0,931 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv)  1-2 mg/ml de glicina;

(v)  70-130 mg/ml de trehalosa y 0,8-1,2 mg/ml de poloxamer 188; y

(vi)  agua para inyeccion a1 ml.

En algunas realizaciones de la invencidn, la composicién farmacéutica comprende:

Q) 5-50 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,087-0,432 mg/ml de histidina;

(i) 0,464-0,931 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv)  1-2 mg/ml de glicina;

(v)  20-34 mg/ml de prolina; y

(vi)  agua para inyeccién a1 ml.

En algunas realizaciones de la invencién, el pembrolizumab esta presente en una
concentracion de 15-35 mg/ml, o 20-30 mg/ml, o0 25 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencidn, la histidina esta presente en una concentracion
de 0,200-0,319 mg/ml, o 0,200-0,250 mg/ml, 0 0,210-0,240 mg/ml, 0 0,210-230 mg/ml, 0 0,215-
0,230 mg/ml, 0 0,215-0,225 mg/ml, 0 0,220-0,225 mg/ml, 0 0,221 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencidn, la histidina es L-histidina.

En algunas realizaciones de la invencion, el clorhidrato de histidina monohidratado esta
presente en una concentracion de 0,600-0,900 mg/ml o 0,650-0,850 mg/ml, o 0,700-0,800 mg/ml,
0 0,730-0,770 mg/ml, 0 0,750 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencién, el clorhidrato de histidina monohidratado es
clorhidrato de L-histidina monohidratado.

En algunas realizaciones de la invencion, la glicina esta presente en una concentracion de
1,3-1,7 mg/ml, 1,4-1,6 mg/ml, 0 1,5 mg/ml.
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En algunas realizaciones de la invencion, trehalosa estd presente en una concentracion de
70-100 mg/ml, o 70-90 mg/ml, o 70-85 mg/ml, o 75-85 mg/ml, o0 80 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencidn, la trehalosa es trehalosa dihidratada.

En algunas realizaciones de la invencion, el poloxamer 188 esta presente en una
concentracion de 0,9-1,1 mg/ml, 0 0,95-1,05 mg/ml, 0 1,0 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencion, la prolina esta presente en una concentracion de
22-32 mg/ml, 0 24-30 mg/ml, o0 27 mg/ml.

En algunas realizaciones de la invencién, la prolina es L-prolina.

En algunas realizaciones de la invencion, la composicion tiene un pH de 5,1-6,1, 5,2-6,0,
5,3-5,9, 5,4-5,8 0 5,5-5,7.

En algunas realizaciones de la invencién, la composicién tiene un pH de 5,6.

En algunas realizaciones de la invencién, la composicién farmacéutica comprende:

Q) 25 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,221 mg/ml de histidina;

(iii) 0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv) 1,5 mg/ml de glicina;

(v) 80 mg/ml de trehalosa y 1,0 mg/ml de poloxamer 188, o

27 mg/ml de prolina;

(vi) agua parainyecciénalml;y

donde la composicién tiene un pH de 5,5 a 5,7.

En algunas realizaciones de la invencién, la composicion farmacéutica comprende:

Q) 25 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,221 mg/ml de histidina;

(iii) 0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv)  1,5mg/ml de glicina;

(v) 80 mg/ml de trehalosa y 1,0 mg/ml de poloxamer 188;

(vi) agua parainyecciénalml;y

donde la composicién tiene un pH 5,5 - 5,7.

En algunas realizaciones de la invencion, la composicion farmacéutica comprende:

(1 25 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,221 mg/ml de histidina;

(i) 0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv)  1,5mg/ml de glicina;

(v) 80 mg/ml de trehalosa dihidratada y 1,0 mg/ml de poloxamer 188;

(vi) agua parainyecciénalml;y
11



donde la composicion tiene un pH de 5,5 a 5,7.

En algunas realizaciones de la invencidn, la composicién farmacéutica comprende:

Q) 25 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,221 mg/ml de histidina;

(iii) 0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv) 1,5 mg/ml de glicina;

(v) 27 mg/ml de prolina;

(vi) aguaparainyecciénalml;y

donde la composicion tiene un pH de 5,5 a 5,7.

En algunas realizaciones de la invencion, la composicién farmacéutica tiene un pH de 5,6.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica de
pembrolizumab, que se proporciona en forma seca (es decir, en polvo o en granulos) para su
reconstitucién en un disolvente adecuado (por ejemplo, agua) antes de su administracion. Dicha
formulacion puede prepararse, por ejemplo, mediante liofilizacion, es decir, un proceso conocido
en la técnica como liofilizacién, que implica la congelacion de un producto seguida de la
eliminacion del disolvente del material congelado.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmaceutica de
pembrolizumab producida por liofilizacion de cualquiera de las anteriores composiciones
farmacéuticas de pembrolizumab. Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas segun la
presente invencion pueden ser composiciones farmacéuticas acuosas 0 composiciones
farmacéuticas liofilizadas (liofilizados).

Los liofilizados se utilizan para producir otras formas farmacéuticas. Por ejemplo, un
liofilizado para producir una solucién inyectable, un liofilizado para producir un concentrado para
producir una solucion inyectable. Los liofilizados se reconstituyen disolviéndolos en un disolvente
adecuado, normalmente en agua para inyeccion. Ademas, las composiciones liofilizadas se
reconstituyen primero en el volumen de disolvente necesario (normalmente en agua) y luego se
diluyen en un disolvente adecuado (por ejemplo, una solucién de glucosa al 5% o una solucion de
cloruro sédico al 0,9%).

En algunas realizaciones de la invencidon, la composicion farmacéutica de pembrolizumab
se produce por liofilizacion de la composicion farmacéutica de pembrolizumab segin la presente
invencion.

En algunas realizaciones de la invencidn, la composicién farmacéutica de pembrolizumab
se produce por liofilizacion de la composicion farmacéutica de pembrolizumab, que comprende:

() 5-50 mg/ml de pembrolizumab;

(i)  0,087-0,432 mg/ml de histidina;
12



(iii)  0,464-0,931 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv)  1-2 mg/ml de glicina;

(v)  70-130 mg/ml de trehalosa y 0,8-1,2 mg/ml de poloxamer 188, o

20-34 mg/ml de prolina; y

(vi) agua parainyeccional ml.

En algunas realizaciones de la invencidn, la composicion farmacéutica de pembrolizumab
se produce por liofilizacion de la composicion farmacéutica de pembrolizumab, que comprende:

Q) 25 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,221 mg/ml de histidina;

(iii) 0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv) 1,5 mg/ml de glicina;

(v) 80 mg/ml de trehalosa y 1,0 mg/ml de poloxamer 188;

(vi) aguaparainyeccionalml;y

donde la composicion tiene un pH de 5,5 a 5,7.

En algunas realizaciones de la invencidn, la composicién farmacéutica de pembrolizumab
se produce por liofilizacion de la composicion farmacéutica de pembrolizumab, que comprende:

Q) 25 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,221 mg/ml de histidina;

(iii) 0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv) 1,5 mg/ml de glicina;

(v) 80 mg/ml de trehalosa dihidratada y 1,0 mg/ml de poloxamer 188;

(vi) aguaparainyeccionalml;y

donde la composicién tiene un pH de 5,5 a 5,7.

En algunas realizaciones de la invencidn, la composicién farmacéutica de pembrolizumab
se produce por liofilizacion de la composicion farmacéutica de pembrolizumab, que comprende:

Q) 25 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,221 mg/ml de histidina;

(i) 0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv)  1,5mg/ml de glicina;

(v) 27 mg/ml de proling;

(vi) agua parainyecciénalml;y

donde la composicién tiene un pH de 5,5 a 5,7.

En algunas realizaciones de la invencidn, la composicion farmaceutica de pembrolizumab,

a partir de la cual se produce la composicion liofilizada, tiene un pH de 5,6.
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En un aspecto, la presente invencion se refiere al uso de la anterior composicion

farmacéutica de pembrolizumab para tratar una neoplasia maligna o una enfermedad infecciosa.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere al uso de la composicion farmacéutica de

pembrolizumab que comprende:

Q) 25 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,221 mg/ml de histidina;

(iii) 0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;
(iv) 1,5 mg/ml de glicina;

(v) 80 mg/ml de trehalosa y 1,0 mg/ml de poloxamer 188;
(vi) aguaparainyeccional ml;y

donde la composicién tiene un pH de 5,5 a 5,7,

para tratar una neoplasia maligna o una enfermedad infecciosa.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere al uso de la composicion farmacéutica de

pembrolizumab que comprende:

Q) 25 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,221 mg/ml de histidina;

(iii) 0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

(iv) 1,5 mg/ml de glicina;

(v) 80 mg/ml de trehalosa dihidratada y 1,0 mg/ml de poloxamer 188;
(vi) agua parainyecciénalml;y

donde la composicion tiene un pH de 5,5a 5,7,

para tratar una neoplasia maligna o una enfermedad infecciosa.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere al uso de la composicion farmacéutica de

pembrolizumab que comprende:

Q) 25 mg/ml de pembrolizumab;

(i) 0,221 mg/ml de histidina;

(iii) 0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;
(iv) 1,5 mg/ml de glicina;

(v) 27 mg/ml de proling;

(vi) aguaparainyecciénalml;y

donde la composicién tiene un pH de 5,5 a 5,7,

para tratar una neoplasia maligna o una enfermedad infecciosa.

En algunas realizaciones de la invencidn, la composicion farmacéutica de pembrolizumab

tiene un pH de 5,6.
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En algunas realizaciones, la invencion se refiere al uso de la composicion farmacéutica de

pembrolizumab producida por liofilizacion de la anterior composicién farmacéutica de

pembrolizumab para tratar una neoplasia maligna o una enfermedad infecciosa.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere al uso de la composicion farmacéutica de

pembrolizumab producida por liofilizacion de la composicion farmacéutica de pembrolizumab que

comprende:

(i)
(i)
(iii)
(iv)
(v)
(vi)

25 mg/ml de pembrolizumab;

0,221 mg/ml de histidina;

0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;
1,5 mg/ml de glicina;

80 mg/ml de trehalosa y 1,0 mg/ml de poloxamer 188;

agua para inyecciona 1 ml; y

donde la composicién tiene un pH de 5,5 a 5,7,

para tratar una neoplasia maligna o una enfermedad infecciosa.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere al uso de la composicion farmacéutica de

pembrolizumab producida por liofilizacion de la composicion farmacéutica de pembrolizumab que

comprende:

(i)
(i)
(iii)
(iv)
(v)
(vi)

25 mg/ml de pembrolizumab;

0,221 mg/ml de histidina;

0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;

1,5 mg/ml de glicina;

80 mg/ml de trehalosa dihidratada y 1,0 mg/ml de poloxamer 188;

agua para inyecciona 1 ml; y

donde la composicién tiene un pH de 5,5 a 5,7,

para tratar una neoplasia maligna o una enfermedad infecciosa.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere al uso de la composicion farmacéutica de

pembrolizumab producida por liofilizacion de la composicion farmacéutica de pembrolizumab que

comprende:
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(i)
(i)
(iii)
(iv)
(v)
(vi)

25 mg/ml de pembrolizumab;

0,221 mg/ml de histidina;

0,750 mg/ml de clorhidrato de histidina monohidratado;
1,5 mg/ml de glicina;

27 mg/ml de proling;

agua para inyecciona 1l ml;y

donde la composicién tiene un pH de 5,5 a 5,7,



para tratar una neoplasia maligna o una enfermedad infecciosa.

En algunas realizaciones de la invencién, la composicion farmaceutica de pembrolizumab,
a partir de la cual se produce la composicion liofilizada, tiene un pH de 5,6.

En un aspecto, la presente invencion se refiere al uso de la anterior composicion
farmacéutica de pembrolizumab para producir un medicamento para tratar una neoplasia maligna
0 una enfermedad infecciosa.

En algunas realizaciones de la invencion, la neoplasia maligna se selecciona del grupo:
melanoma, cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de pulmén de células pequefias,
cancer de cabeza y cuello, linfoma mediastinico primario de células B grandes, cancer urotelial,
cancer de estomago, neoplasias malignas con alta inestabilidad de microsatélites/deficiencia de
reparacion de emparejamientos de ADN (MMR), neoplasmas malignos, cancer hepatocelular,
cancer de cuello uterino, carcinoma de células de Merkel, carcinoma de células renales, cancer de
endometrio, cancer de eséfago, cancer de piel de células escamosas, carcinoma de células basales,
cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de prostata, cancer de tiroides, cancer de vejiga,
linfoma no Hodgkin, linfoma de Hodgkin, cancer de pancreas, cancer de ovario, cancer de vesicula
biliar, tumor cerebral maligno, glioblastoma, tumor con alta carga mutacional.

La enfermedad infecciosa puede estar causada por una infeccion viral, bacteriana o fungica.
En algunas realizaciones de la invencion, la enfermedad infecciosa puede estar causada, por
ejemplo, por el virus de la inmunodeficiencia humana, el virus de la hepatitis A, el virus de la
hepatitis B, el virus de la hepatitis C, el virus del papiloma humano, el virus de Epstein-Barr, el
citomegalovirus humano y el virus del herpes. Muchas de estas enfermedades pueden ser crdnicas.

En algunas realizaciones de la invencidn, dicha composicion farmacéutica de
pembrolizumab de la presente invencidn esta destinada a la administracion parenteral.

En algunas realizaciones de la invencién, dicha composicion farmacéutica de
pembrolizumab de la presente invencidén estd destinada a la administracién intramuscular,
intravenosa o subcutanea.

En algunas realizaciones de la invencién, dicha composicion farmacéutica de
pembrolizumab de la presente invencion puede administrarse por via intravenosa en forma de
infusion.

La composicion farmacéutica de pembrolizumab segun la presente invencion puede
utilizarse tras su dilucién. Para ello, el volumen requerido de la composicion se transfiere de un
vial a un recipiente de infusion que comprende una solucién estéril de cloruro sédico al 0,9% o
una solucion estéril de dextrosa al 5%. La solucion resultante se agita girando suavemente el

recipiente de infusion.
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La cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion farmacéutica de pembrolizumab
segun la presente invencion depende de la condicion del sujeto, la gravedad de la condicion, la
terapia previa y la historia del paciente y la respuesta al agente terapéutico. La dosis adecuada
puede ajustarse por decision del médico que lo atiende, de modo que pueda administrarse al
paciente una sola vez o mediante varias inyecciones.

En algunas realizaciones de la invencion, el sujeto de tratamiento, 0 paciente, es un
mamifero, preferentemente un sujeto humano. Dicho sujeto puede ser hombre o mujer, de
cualquier edad.

Las composiciones farmacéuticas segin la presente invencion pueden almacenarse en
cualquier recipiente adecuado. Por ejemplo, un recipiente de vidrio o plastico, un vial, unaampolla,
una jeringa, un cartucho o una botella del volumen deseado. Los envases pueden estar provistos
de medios adicionales para la administracion, como goteros o autoinyectores.

Una composicion farmacéutica segun la invencion puede fabricarse, envasarse o venderse
masivamente en forma de una dosis unitaria 0 de una multitud de dosis unitarias en forma de
formulacion lista. EI término "dosis unitaria™, tal como se utiliza aqui, se refiere a una cantidad
discreta de una composicién farmacéutica que contiene una cantidad predeterminada de un
ingrediente activo. La cantidad del ingrediente activo suele ser igual a la dosis del ingrediente
activo a ser administrada en un sujeto, o una porcion conveniente de dicha dosis, por ejemplo, la
mitad o un tercio de dicha dosis.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse como un Unico agente terapéutico
0 en combinacién con otros agentes terapéuticos segiin sea necesario. Asi, en una realizacion, los
presentes métodos de tratamiento y/o profilaxis se utilizan en combinacion con la administracion
de una cantidad terapéuticamente eficaz de otro agente activo. El otro agente activo puede
administrarse antes, durante o después de la administracién de las composiciones farmacéuticas
segun la presente invencion. El otro agente activo puede administrarse como parte de la presente
composicion o, alternativamente, como una formulacion separada.

Ejemplos

Métodos

1. Preparacion de las muestras de pembrolizumab.

Las muestras de anticuerpos a una concentracion de 5-50 mg/ml se prepararon en Stirred
Cell (Millipore) a presion. Para ello, se colocé la formulacién inicial de anticuerpos en una celda,
se concentrd la proteina bajo una corriente de aire comprimido hasta una concentracion deseada
bajo agitacion continua, tras lo cual se afiadio a la celda, de forma escalonada, un volumen al
menos 10 veces mayor de una solucion acuosa con la formulacion objetivo que comprendia

agentes tamponadores, agentes osmoticos Y, si era necesario, estabilizadores solubles en agua
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adicionales. Tras la diafiltracion del anticuerpo, se continu6 concentrando hasta una concentracion
superior a la deseada, se descargo de la célula y se midid la concentracion exacta de proteinas
mediante espectroscopia UV. A continuacion, se afiadieron a la muestra un concentrado de
poloxamer 188 y una solucion adecuada de excipientes para preparar una solucion con proteinas a
la concentracion deseada.

Las muestras de proteinas con una concentracion de 20 mg/ml o superior se prepararon en
casetes Pellicon (Millipore) en modo de flujo tangencial. Para ello, se colocd la formulacién inicial
de anticuerpos en un tanque de diafiltracion, se concentrd la proteina hasta una concentracion
deseada, se suministrd al sistema un volumen al menos 10 veces mayor de la solucién con la
formulacién objetivo que comprende agentes tamponadores Yy, si es necesario, estabilizadores
solubles en agua adicionales. Tras la diafiltracion, se continué concentrando hasta una
concentracion superior a la deseada, se descargo del sistema y se midid la concentracion exacta de
proteinas. A continuacion, se afiadieron a la muestra un concentrado de poloxamer 188 y una
solucién adecuada de excipientes para preparar una solucién con proteinas a la concentracion
deseada.

Cuando se obtienen formulaciones que comprenden solubilizadores, por ejemplo, el
poloxamer 188, los concentrados tensioactivos se afiadieron al anticuerpo tras el diafiltrado y la
concentracion, con la dilucion final del anticuerpo hasta la concentracion objetivo con una solucién
de excipientes.

Durante el llenado aséptico en el recipiente final (por ejemplo, un recipiente de
vidrio/plastico estéril, un vial o una jeringa), la solucion de anticuerpos se filtré utilizando una
membrana de esterilizacion de 0,22 um.

2. Determinacidn de la concentracion de proteinas en las muestras de ensayo

La concentracion de proteinas se midio por espectroscopia UV a una longitud de onda de
280 nm en placas transparentes a la luz UV.

Cada muestra se diluyé con la solucién apropiada de excipientes hasta una concentracion
de ~ 0,5 mg/ml. Se colocaron 150 ul de la muestra diluida en un pocillo de la placa de
espectrofotometria UV. La densidad dptica de las soluciones en los pocillos de la placa se midié
con un espectrofotometro de placa a una longitud de onda de 280 nm. Se utiliz6 una solucion
apropiada de excipientes como solucidn de referencia.

La concentracién (mg/ml) de proteinas (C) se calculé mediante la siguiente formula:
A(280)+b
gxl

C=
, donde

Aogo es un valor de densidad Optica a una longitud de onda de 280 nm;

€ es un coeficiente de extincion de la proteina de prueba;
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b es el factor de dilucion total de una muestra;

1 es el espesor de la capa en un pocillo de la placa; para 150 ul, I = 0,42 cm.

3. Determinacion de la temperatura de agregacion de las proteinas mediante dispersion
dinamica de la luz.

El punto de agregacion de las proteinas de prueba (a una concentracion de 1 a 5 mg/ml) se
determiné utilizando el DynaPro Plate Reader 1. Para ello, se colocaron 35 pl de la solucion en
un pocillo de una placa de polimero negra con fondo Gpticamente transparente, que se calento
gradualmente en el instrumento mientras se media constantemente la intensidad de la luz dispersa.

Ajustes de medicion:

. Temperatura inicial de medicién - 25 °C.

. Intensidad de la luz dispersa a 6 = 158°.

. Numero de mediciones por réplica - 3.

. Tiempo por medicion - 5s.

. Velocidad de calentamiento - 0,15 °C/min.
. Temperatura final - 80 °C.

La tendencia de la temperatura y el punto de agregacion se determinaron con el software
Dynamics V7.

4. Determinacion del punto de fusion de las proteinas por fluorimetria de barrido
diferencial.

Se afiadié la tincion fluorescente Sypro Orange a la muestra de proteinas. La muestra se
analiz6 en un amplificador CFX96 C1000 Touch Thermal Cycler en modo de tiempo real. El
calentamiento fue de 25 a 85 °C, el canal de deteccion fue ROX. Se utiliz6 el software CFX
Manager (Bio-Rad) para procesar los resultados.

5. Determinacion del radio hidrodindmico de las particulas en solucion mediante dispersion
dindmica de la luz.

Para el analisis, se colocaron 35 pl de muestra en cada concentracion en los pocillos de una
placa de polimero negra con fondo Opticamente transparente. El analisis se realiz6 con el
instrumento DynaPro Plate Reader Il. Cada pocillo se analizé 10 veces. Los datos resultantes se
procesaron en el software Dynamics V7.

6. Determinacion del parametro de interaccion de difusion (ko) mediante dispersion de luz
dinamica.

Se produjeron varias soluciones de proteinas, desde 30 mg/ml hasta 0,94 mg/ml, mediante
dilucidn escalonada. Se utilizaron soluciones apropiadas de excipientes como disolvente.

Para el analisis, se colocaron 35 pl de muestra en cada concentracion en los pocillos de una

placa de polimero negra con fondo Opticamente transparente. El analisis se realiz6 con el
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instrumento DynaPro Plate Reader Il. Cada pocillo se analizd 10 veces. Los datos resultantes se
procesaron en el software Dynamics V7, donde se trazo la dependencia del coeficiente de difusion
con la concentracion de proteina en la solucién y se determiné la inclinacion de la linea para la
dependencia resultante.

7. Determinacion de la estabilidad térmica bajo tension térmica de 50°C (TS50).

Las muestras de ensayo se dividieron en 2 alicuotas de 150 pl cada una y se colocaron en
viales de vidrio separados: 1 vial por composicién se almacend en un refrigerador a 5 + 3 °C, los
demas viales se colocaron en un termostato y se incubaron a 50 °C durante 96 horas. Al seleccionar
los puntos de control o tras el calentamiento, los viales se retiraron del termostato, se mantuvieron
a temperatura ambiente durante unos 15 minutos y se transfirieron para su anélisis.

8. Determinacidn de la estabilidad coloidal bajo agitacion (SH800).

Las muestras de ensayo se dividieron en 2 alicuotas de 150 pl cada una y se colocaron en
viales de vidrio, 1 vial por formulacion se almacend6 en un refrigerador a 5 + 3 °C, los demas viales
se colocaron en un agitador térmico y se agitaron a 800 rpm a 5 + 3 °C durante 96 horas. Durante
la seleccion de los puntos de control o luego de ser sometidos a estrés, los viales se retiraron del
agitador térmico y se transfirieron para su analisis.

9. Determinacion de la estabilidad coloidal bajo congelacion-descongelacion (CD (-20)).

Las muestras de ensayo se dividieron en 2 alicuotas y se colocaron en viales de plastico: 1
vial por formulacién se almacend en un refrigerador a 5 £ 3 °C, el resto de los viales se
almacenaron en un congelador a no mas de -18 °C hasta su completa congelacién. A continuacion,
se sacaron los viales del congelador y se mantuvieron a temperatura ambiente hasta que el
contenido se descongeld por completo; las soluciones se mezclaron con un vortex y se volvieron
a colocar en el congelador. Esto se repitio al menos 3 veces. Luego de ser sometidos a estreés, los
viales se sacaron del congelador, se mantuvieron a temperatura ambiente hasta que el contenido
se descongeld por completo; las soluciones se mezclaron con un vértex y se transfirieron para su
analisis.

10. Determinacion de la estabilidad bajo hidrolisis &cida (acido).

Las muestras de ensayo se dividieron en 2 alicuotas y se colocaron en viales de polimero:
1 vial por formulacion se almaceno en un refrigerador a 5 + 3 °C (el control de entrada puede
transferirse para su analisis una vez para todos los estudios al inicio del almacenamiento), el pH
de los demas viales se ajust6 a 3,5 £ 0,1 con una solucién de acido clorhidrico mientras se agitaba,
después se transfirieron a un refrigerador para su almacenamiento a 5 + 3 °C. Después de 1 hora,
la hidrolisis se apagd mientras se agitaba afiadiendo una solucion de hidroxido de sodio hasta
alcanzar el valor de pH inicial. A continuacion, las soluciones se transfirieron para su analisis.

11. Determinacién de la estabilidad bajo hidrolisis basica (Basica).
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Las muestras de ensayo se dividieron en 2 alicuotas y se colocaron en viales de polimero:
1 vial por formulacién se almaceno en un refrigerador a 5 + 3 °C (el control de entrada puede
transferirse para su analisis una vez para todos los estudios al inicio del almacenamiento), el pH
de los demas viales se ajusto a 8,5 + 0,1 con solucion de hidroxido de sodio mientras se agitaba,
después se transfirieron a un refrigerador para su almacenamiento a 5 + 3 °C. Después de 1 hora,
la hidrdlisis se apagd mientras se agitaba afiadiendo una solucion de &cido clorhidrico hasta
alcanzar el valor de pH inicial. A continuacion, las soluciones se transfirieron para su analisis.

12. Envejecimiento acelerado.

Las muestras de prueba se dividieron en alicuotas separadas (una alicuota para el control
de entrada - se permite transferir para el anélisis una vez para todos los estudios al comienzo del
almacenamiento) y se colocaron en viales de vidrio estériles separados: una parte de los viales para
cada formulacion se coloco en el refrigerador para su almacenamiento a 5 + 3 °C (control de
entrada), los viales restantes se colocaron en un termostato y se incubaron a 25 £ 2 °C durante 6
meses, seleccionando periédicamente puntos de control segun el plan. Al seleccionar los puntos
de control y tras el almacenamiento, los viales se retiraron del termostato y se transfirieron para su
analisis.

13. Determinacion de la pureza de la muestra mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento por exclusion de tamafio (SE HPLC).

Columna: Tosoh TSK-GelG3000SWXL 7,8 mm ID x 30 cm, 5 um.

Precolumna: TSK-Gel Guard SWx, 6,0 mm ID x 4,0 cm, 7 um, 300A.

Temperatura de la columna: 25°C.

Caudal de la fase movil: 0,5 ml/min.

Volumen de inyeccion: 25 pl.

Concentracion de la muestra: 0,5 mg/ml.

Longitud de onda del detector: 214 y 360 nm.

Tiempo de elucion: 30 min.

Fase mdvil:  Hidrogenofosfato disédico anhidro 14,2 mg/ml.

Cloruro de sodio 11,7 mg/ml.

El pH de la fase movil se ajusto a 6,9 con acido ortofosfarico.

14. Evaluacion del perfil de la variante cargada en el capilar en el instrumento Caliper
LabChip GX II.

El analisis se realizé de acuerdo con las instrucciones del kit de variantes de carga de
proteinas HT. Las muestras de ensayo se ajustaron a una concentracion de proteinas de 1 mg/ml

diluyendo o concentrando en filtros de centrifuga Amicon Ultra 10 kDa (Millipore) de 0,5 ml
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(dependiendo de la concentracion inicial de las muestras). El contenido de proteinas se siguio por
espectrofotometria UV a una longitud de onda de 280 nm.

Se afiadieron 2 pl de solucion de carboxipeptidasa a cada muestra resultante, y las muestras
se incubaron durante 2 horas a una temperatura de 37 = 2 °C. Tras el tiempo especificado, las
muestras se dializaron contra agua en tubos de centrifuga Amicon Ultra y se concentraron a 2
mg/ml.

Se cargd una placa de 96 pocillos con las cantidades, como estan especificadas en las
instrucciones, de solucion tampon de etiquetado, solucion de tincion de la mezcla y 25 ul de la
muestra de ensayo, se colocd la placa en un lugar oscuro durante 10 minutos, se cargd cada pocillo
con 60 pl de agua y se mezclo.

La placa con las soluciones se centrifugé utilizando un rotor de centrifugado de placas y se
colocé en el instrumento Caliper LabChip GX Il. En el analisis se utiliz6 un chip especial que se
Ilend con una solucion tampon de corrida con un pH acorde a las instrucciones. Los resultados se
procesaron con el software LabChip GX.

15. Determinacion del perfil de la variante de carga mediante cromatografia liquida de
intercambio i6nico (IE HPLC).

Columna: ProPac WCX-10, 4x250 mm, tamafio de particula: 10 pm (Thermo
Scientific, USA).

Precolumna: ProPac WCX-10G, 4x50 mm, tamafio de particula: 10 um (Thermo
Scientific, USA).

Eluyente A:  Solucidn de &cido 2-(N-morfolino)-etanosulfonico 20 mM, acetonitrilo 4%,
pH =7.,0.

Eluyente B:  Solucion tampon de fosfato sédico 20 mM, NaCl 95 mM, acetonitrilo 4%,
pH =8,0.

Caudal: 0,6 ml/min - 1,0 ml/min.

Temperatura de la columna: 45 °C.

Temperatura del automuestreador: 5 °C.

Detector: UV, 280 nm.

Longitud de onda de referencia: 360 nm, ancho de banda de 100 nm

Volumen de la muestra: 80 pl.

Tiempo de cromatografia: 43 min.

La muestra de ensayo se diluyé hasta una concentracién de 1,0 mg/ml y se tratd con
carboxipeptidasa B en una proporcion de 100:1 durante 20 minutos a una temperatura de 37 * 2
°C.

Modo de elucion: Eluyente A del 100% al 80%, eluyente B del 0% al 20%.
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16. Determinacion de la pureza y de las impurezas relacionadas por electroforesis en gel
de poliacrilamida capilar en presencia de/sin dodecil sulfato de sodio (EC red. y no red.).

La muestra se diluyo hasta una concentracion de 4,0 mg/ml. Se colocaron 23 pl de la
solucion resultante en un microtubo de 1,5 ml; se afiadieron 70 pl de tampon de muestra SDS-
MW, 2 pl de patron interno con un peso molecular de 10 kDa, 5 pl de solucion de yodoacetamida
0,5M (EC no red.) o 5 pl de 2-mercaptoetanol (EC red.). La solucion resultante se agité durante
15 segundos, se centrifugd durante 5 segundos a una velocidad de 2800 rpm y se colocé en un
termostato de estado sélido a 70°C durante 30 minutos. La solucién se enfrié a temperatura
ambiente.

Se utilizé el método de analisis SDS MW Separation - PA 800 plus.met en el software
32Karat.

Condiciones de la electroforesis en gel capilar:

Capilar: 50 pm x 30,2 cm

Longitud efectiva del capilar: 20,0 cm

Polaridad: inversa, entrada en el lado izquierdo (-), salida en el lado derecho (+)

Temperatura capilar: 25°C

Tiempo de andlisis y tension de separacion: 35 min, 15 kV

Longitud de onda de deteccién: 220 nm.

17. Determinacidn de la actividad especifica relativa.

La actividad especifica se determind mediante una prueba biolégica de la capacidad de
bloguear la inhibicion de la activacién dependiente de PD-L1 de la linea celular reportera Jurkat-
PD1-NFAT basada en células T. Las muestras se procesaron utilizando la plataforma robética
Liquid Handling Arm (LiHa); como medio de ensayo (medio para la determinacion cuantitativa)
se utilizd6 RPMI-1640 con 25 mM de HEPES, con 24 mM de bicarbonato sddico, que contenia 2
mM de L-glutamina, 10% de FBS, 50 pg/ml de gentamicina.

La muestra de anticuerpo se diluy6 con el medio de ensayo (medio para la determinacion
cuantitativa) hasta una concentracion de 1 mg/ml y se colocé en la plataforma robdtica. La
plataforma robdtica Liquid Handling Arm (LiHa) se utilizd para preparar tres diluciones
independientes del estandar y de la muestra de ensayo a concentraciones de 1 000, 50, 10, 1, 0,5,
0,25, 0,1, 0,025, 0,01, 0,001 pg/ml utilizando el medio de ensayo. Se transfirieron las diluciones y
el medio de ensayo a placas de cultivo, se afiadid una suspensién de células Raji-PDL1 cl.3 que
expresaban de forma estable PDL-1 a una concentracion de (1,00 £ 0,1)x106 células/ml, una
suspension de linea celular reportera Jurkat-NFAT-PD1 cl.1 a una concentracion de (1,67 +
0,1)x106 celulas/ml y anticuerpos biespecificos contra CD3/CD20. Las placas de cultivo se
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colocaron en una incubadora de CO2 y se incubaron a una temperatura de (37 £ 1) °C en aire
humidificado con un contenido de dioxido de carbono del 5 % durante 22-24 horas.

Tras el periodo de incubacion, las placas de cultivo se mantuvieron a temperatura ambiente
durante al menos 15 minutos y se afiadio el sustrato de luciferasa BioGlo. El nivel de luminiscencia
se midié en unidades de luminiscencia relativa (RLU) utilizando un lector de microplacas y el
software Magellan 7.2. Utilizando los resultados de la medicion de la luminiscencia, construimos,
para cada placa, curvas de cuatro parametros optimizadas mediante el algoritmo de Levenberg-
Marquardt para las muestras estandar y de prueba, y determinamos la actividad especifica relativa
de la muestra de prueba en relacién con la muestra estandar.

18. Determinacion de productos de oxidacion por cromatografia liquida de alto
rendimiento de interacciones hidrofobicas (HPLC de interaccion hidrofdbica).

Columna: TSKgel Phenyl-5PW 7,5 x 75 mm, tamafio de particula: 10 pum (Tosoh
Booscience, Japon).

Eluyente A: Solucion tampdn de fosfato sddico 5 mM, 2% de acetonitrilo, pH = 7,0.

Eluyente B: Solucion tampon de fosfato sdédico 5 mM, sulfato amoénico 400 mM,
acetonitrilo 4%, pH =6,9.

Caudal: 0,5 ml/min.

Temperatura de la columna: 30 °C.

Temperatura del automuestreador: 5 °C.

Detector: UV, 280 nm, ancho de banda: 16 nm.

Longitud de onda de referencia: 360 nm, ancho de banda de 100 nm

Volumen de la muestra: 25 pl.

Tiempo de cromatografia: 82 min.

La muestra de ensayo se diluyé hasta una concentracién de 3,0 mg/ml y se tratd con
carboxipeptidasa B en una proporcién de 100:1 durante 20 minutos a una temperatura de 37 + 2
°C.

Modo de elucion: Eluyente A de 0% a 100%, eluyente B de 100% a 0%.

19. Determinacion de la estabilidad bajo oxidacién.

Las muestras de ensayo se dividieron en 2 alicuotas de 150 ul cada una y se colocaron en
viales de vidrio separados: 1 vial por formulacion se almaceno en un refrigerador a 5 + 3 °C, se
afiadid peroxido de hidrégeno al resto de las muestras hasta alcanzar una concentracion final de
perdxido de hidrogeno del 0,1% en las muestras, las muestras se envejecieron durante 4 horas a (5
+ 3) °C. La oxidacion se apago afiadiendo una cantidad equivalente de L-metionina.

20. Determinacion de la fotoestabilidad.
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Las muestras de ensayo se dividieron en dos alicuotas y se colocaron en viales de vidrio
individuales. Como controles oscuros, utilizamos el producto en el envase secundario, bien
envuelto con papel de aluminio. Todas las muestras se colocaron en una camara climatica con una
fuente de luz, y se lanz6 un programa de fotoestrés a 1,2 millones de lux-h y 200 W-h/m2 (dosis
ICHx1). Al alcanzar el nivel de tensidn deseado, todas las muestras se sacaron de la cAmara y se
transfirieron para su analisis.

21. Procesamiento de los resultados.

El cambio absoluto en los indicadores de calidad cuando se somete a tensiones se calculo
mediante la formula:

A= (3Haqu1/1e Iocjae cTpecca — 3Ha4YeHHe L0 CTpE‘CCI:l)

El cambio absoluto en el perfil de la variante de carga se calculé6 mediante la formula (abs):

= |contenido de la fraccién acida antes del estrés - contenido de la fraccién acida
después del estrés|.
+ |contenido de la fraccidn basica antes del estrés
- contenido de la fraccién basica después del estrés|
+ | contenido de la fraccién dominante antes del estrés
- contenido de la fraccién dominante después del estrés|

Ejemplo 1. Seleccion del sistema tampén.

En este estudio, se seleccionaron dos sistemas tampoén tipicos, el de acetato y el de
histidina, que son adecuados para la administracion parenteral, como base de la composicion
farmacéutica. El estudio se realizd con un disefio experimental completo de dos factores con dos
niveles y un punto central. El nivel de pH (de 5,0 a 6,5) y la concentracion de agentes tampon (de
5 a 50 mM) se estudiaron como factores cuantitativos.

Para evaluar la idoneidad de los sistemas tampon, estudiamos el efecto de la naturaleza de
la solucion tampdn en las estabilidades coloidales y conformacionales de la proteina. Como
respuesta se determinaron la temperatura de agregacion, el punto de fusién, el parametro de
interaccion de difusion, los cambios de pureza y el perfil &cido-base tras el estrés térmico. Las
composiciones farmaceuticas del ensayo se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1 - Formulaciones del ensayo

Designacion Formulacion
Pembrolizumab 1,5-5 mg/mi
5 mM Acet pH 6,0 Acetato de sodio trihidratado 0,644 mg/ml
Acido acético glacial apH 6,0
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Pembrolizumab 1,5-5 mg/ml
50 mM de Acet pH 6,0 | Acetato de sodio trihidratado 6,442 mg/ml
Acido acético glacial apH 6,0
Pembrolizumab 1,5-5 mg/mi
50 mM de Acet pH 5,0 | Acetato de sodio trihidratado 0,436 mg/ml
Acido acético glacial apH 5,0
Pembrolizumab 1,5-5 mg/mi
5mM Acet pH 5,0 Acetato de sodio trihidratado 4,355 mg/ml
Acido acético glacial apH 5,0
Pembrolizumab 1,5-5 mg/mi
21,5 mMACcetpH S5 | Acetato de sodio trihidratado 3,177 mg/ml
Acido acético glacial apH5,5
Pembrolizumab 1,5-5 mg/ml
5 mM His pH 6,5 L-histidina 0,589 mg/ml
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,252 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-5 mg/ml
50 mM His pH 6,5 L-histidina 5,894 mg/ml
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 2,518 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-5 mg/mi
50 mM His pH 5,5 L-histidina 1,864 mg/ml
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 7,963 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-5 mg/ml
5 mM His pH 5,5 L-histidina 0,186 mg/ml
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,796 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-5 mg/mi
27,5 mM His pH 6,0 L-histidina 2,133 mg/ml
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 2,882 mg/ml
Solucién tampén Perr?br.ollizumab 1,5-5 mg/ml
Keytruda L-hISt.IdIna o . 0,300 mg/ml
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 1,700 mg/ml

Estudio de los indicadores de prediccion de la estabilidad.

El pardmetro de interaccion de difusion (kp) refleja el coeficiente de difusion de la muestra
en funcion de la concentracion de moléculas. Si el coeficiente de difusion disminuye con el
aumento de la concentracion (kp < 0), la polidispersidad de la solucion dada aumenta y se forman
particulas mas grandes en ella. Estas muestras tienen una baja solubilidad y tienden a agregarse,
por lo que no se recomienda su uso.

La temperatura de agregacion y el punto de fusion permiten evaluar la tendencia a la

agregacion de la proteina. Las muestras mas estables son aquellas en las que la agregacion de
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particulas comienza a una temperatura mas alta y en las que se forman particulas mas pequefias al

calentarse.

Los resultados del estudio de la temperatura de agregacion por el método 3, del punto de

fusion por el método 4 y del pardmetro de interaccién de difusion por el método 6 se muestran en

la Tabla 2. Los mejores resultados tienen un tono de color més claro.

Tabla 2 - Resultados del estudio de los indicadores de prediccién de la estabilidad

Punto de fusion, °C
Designacion de la formulacién Tagr, ko
T ons T1 T2 °C

5 mM Acet pH 6,0 54,1 64,3 67,3 62,09 -1,35E-02
50 mM de Acet pH 6,0 53,8 64,6 ninguno 58,8 6,44E-03
50 mM de Acet pH 5,0 45,7 58,3 65,5 59,8 6,60E-03
5 mM Acet pH 5,0 47,5 60,7 67,3 64,12 3,09E-02
27,5 mM Acet pH 5,5 51,4 62,8 66,1 61,59 -6,64E-03
27,5 mM Acet pH 5,5 52 63,1 65,8 61,55 -6,83E-03
5 mM His pH 6,5 55,6 64,6 ninguno 61,65 1,35E-02
50 mM His pH 6,5 54,1 64,3 ninguno 61,02 -1,24E-02
50 mM His pH 5,5 47,8 57,4 69,4 58,09 -6,86E-03
5mM His pH 5,5 49 59,5 67,0 63,24 2,19E-02
27,5 mM His pH 6,0 52,9 62,8 66,4 61,35 -8,09E-03
27,5 mM His pH 6,0 52,6 62,8 66,1 61,38 -8,94E-03
Solucién tampon Keytruda 48,1 59,5 67,0 63,7 8,06E-03

Determinacion de la estabilidad térmica.

La estabilidad térmica se evalu6 por el método 7. Antes y después del estrés térmico, se

determind: la pureza por SE HPLC por el método 13, el perfil de la variante de carga en el capilar

por el método 14, el radio hidrodindmico por el método 5. Los resultados se muestran en la Tabla

3. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 3 - Resultados de la determinacién de la estabilidad térmica

Radio Pureza, SE HPLC Perfil de la variante de
) . carga, en %
hidrodinamico, Aarecad Mondmer
Designacion de la nm 9 e(ga 0s, 0 (0)/ €10, | Alc. | Base | Acido | A abs
formulacion 0 A 0 A
CE T925H° CE | TS50| CE | TS50 CE E?HO
96H 96H
5 mM Acet pH 6,0 5,6 59 0,55 | 0,93 [ 99,42 | -1,58 | 3,65 | 81,80 | 14,56 | 14,05
50 mM de AcetpH 6,0 | 5,2 5,6 0,54 | 0,92 | 99,42 | -154 | 3,69 | 81,51 | 14,79 | 15,89
50 mM de AcetpH 5,0 | 5,4 59 0,52 | 507 | 99,43 | -5,85 | 3,96 | 80,00 | 16,04 | 23,94
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Radio Pureza, SE HPLC Perfil de la variante de
. L carga, en %
hidrodinamico, Agregados Monoémero
Designacion de la nm g 3 ’ ' | Alc. | Base | Acido | A abs
formulacion 0
TS50 A A TS50
CE 96H CE |TS50| CE | TSh0 CE 96H
96H 96H
5 mM Acet pH 5,0 4,2 4,2 0,49 | 0,76 | 99,44 | -1,53 | 3,83 | 78,38 | 17,80 | 7,17
27,5 mM Acet pH 5,5 6 5,8 0,53 | 1,36 | 99,41 | -2,01 | 3,91 | 78,49 | 17,61 | 8,27
27,5 mM Acet pH 5,5 5,6 5,8 0,54 | 1,46 | 99,40 | -2,11 | 3,89 | 77,45 | 18,66 | 10,60
5mM His pH 6,5 5,8 49 0,55 | 0,55 199,32 | -1,25 | 3,56 | 78,51 | 17,93 | 18,22
50 mM His pH 6,5 5,7 59 0,49 | 0,60 | 99,46 | -1,45 | 3,75 | 78,44 | 17,81 | 2045
50 mM His pH 5,5 5,6 6,3 0,47 | 4,70 | 99,44 | -5,75 | 3,70 | 78,08 | 18,22 | 11,32
5 mM His pH 5,5 4,7 4.6 047 | 0,95 | 99,48 | -1,74 | 3,86 | 78,11 | 18,03 | 5,74
27,5 mM His pH 6,0 5,7 5,7 0,46 | 0,78 | 99,50 | -1,65 | 3,53 | 79,06 | 17,42 | 13,77
27,5 mM His pH 6,0 5,6 5,7 0,46 | 0,80 | 99,48 | -1,68 | 3,87 | 78,68 | 17,45 | 9,17
Solucion tampon 63 | 108 | 046 | 0,87 | 99,52 | -1,81 | 3,68 | 81,43 | 14,89 | 11,32
Keytruda

Los datos resultantes se procesaron en el software Minitab, y se construyeron modelos para

seleccionar la formulacién que tiene el mayor efecto estabilizador. Sélo se utilizaron para la
construccién del modelo las respuestas (indicadores de calidad) que estaban sujetas a un efecto
significativo por parte de los factores (pH y molalidad de la solucion tampén). Para otras respuestas
no consideradas en el modelo de optimizacion, se asumié que no habia diferencias
estadisticamente significativas en el rango de factores estudiado. Basandose en los resultados de
la optimizacidn, se seleccion6 una solucion tampon de histidina de 5 mM con un pH de 5,6, que
se prepara de la siguiente manera

L-histidina 0,221 mg/mi

Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml

Al preparar una solucion con contenidos especificos de L-histidina y clorhidrato de L-
histidina monohidratado, el pH puede desviarse ligeramente del valor deseado y variar en el rango
de pH de5,5-5,7 (pH 5,6 £ 0,1).

Esta formulacién mostré las mejores propiedades estabilizadoras entre todas las muestras
de prueba. Segun los resultados del modelo, se espera un cambio minimo en el contenido del
monomero (proteina) y de los agregados en la solucién tampo6n de histidina bajo exposicién
térmica, y también se esperan valores altos de la temperatura de agregacion y del parametro de
interaccion de difusion. La composicion 6ptima, en comparacion con la solucion tampdn

Keytruda, presenta un menor cambio en el contenido de mondmero bajo exposicion térmica, un
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menor cambio en el contenido de agregados y un mayor parametro de interaccién de difusion, lo
que indica una mayor estabilidad coloidal.

Ejemplo 2. Seleccion del agente osmadtico.

Formulas de prueba.

Se estudiaron los excipientes adecuados para la administracion parenteral para ser
utilizados como agentes osmoticos. Las formulaciones de prueba se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4 - Formulaciones del ensayo

Designacion Formulacion
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
5 mM His, pH 5,6 L-histidina 0,221 mg/ml
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
. L-histidina 0,221 mg/ml
His + Tre 100 mg/m| Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
Trehalosa dihidratada 100 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
. L-histidina 0,221 mg/ml
His + Sorb 50 mg/m| Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
Sorbitol 50 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
. L-histidina 0,221 mg/ml
His + Prol 30 mg/m| Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
L-prolina 30 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
. L-histidina 0,221 mg/ml
His +NaCl 9,0 mg/m| Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
Cloruro de sodio 9,0 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
Solucién tampén L-histidina 0,300 mg/ml
Keytruda + Sacar. Clorhidrato de L-histidina monohidratado 1,700 mg/ml
Sacarosa 70,0 mg/ml

Estudio de los indicadores de prediccion de la estabilidad.

Los resultados del estudio de la temperatura de agregacion por el método 3, del punto de
fusion por el método 4 y del parametro de interaccion de difusion por el método 6 para la seleccion
del agente osmotico se muestran en la Tabla 5. Los mejores resultados tienen un tono de color mas
claro.

Tabla 5 - Resultados del estudio de los indicadores de prediccién de la estabilidad
T agr, °C Ko

Punto de fusion, °C

29



ouminies [ | |
5 mM His Buf, pH 5,6 50,8 60,4 67,3 64,33 | 1,89E+02
His + Tre 100 mg/mi 52,9 62,2 68,2 66,02 2,74E-02
His + Sorb 50 mg/ml 51,7 61,3 67,9 65,81 2,51E-02
His + Prol 30 mg/ml 50,5 61,6 67,6 65,18 3,05E-02
His + NaCl 9,0 mg/ml 46,3 58,3 65,2 5824 | -856E-03
f‘:gggn tampon Keytruda | g 5 59,2 67,0 6344 | 9,22E-03

Determinacion de la estabilidad térmica.

La estabilidad térmica se evalud por el método 7. Antes y después del estrés térmico, se
determind: la pureza por SE HPLC por el método 13, el perfil de la variante de carga en el capilar
por el método 14, el radio hidrodindmico por el método 6. Los resultados se muestran en la Tabla
6. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 6 - Resultados de la determinacion de la estabilidad térmica

Radio Pureza, SE HPLC Perfil de la variante de

i inAmi carga, en %

hidrodinamico,
Designacion de nm Agregados, | Mondmero, Ale. | Base | Acido | A abs
la formulacion % % '

TS50 A A TS50
CE 96H CE | TS50 | CE | TS50 CE 964
96H 96H

2|_Tl5v|6HISBUf’ 4,7 48 10,44 | 0,58 | 99,53 |-1,56 | 2,81 |83,30 | 13,90 | 9,62
rl-nllgs/r;ﬂ'reloo 6,1 57 (0,43]| 0,22 | 99,50 | 0,03 |2,77 | 84,15 | 13,09 | 10,72
g;;ﬁorbso 5,2 54 |044| 0,41 | 99,53 | -1,47 | 2,66 | 83,28 | 14,06 | 14,06
:g/;lProl?,o 51 51 (0,43| 0,49 | 9955 |-1,51 (2,59 |84,19 | 13,23 | 11,30
:;&Nam 20 5,7 74 (0,45| 2,80 | 99,53 | -4,11 | 2,73 | 83,05 | 14,23 | 11,46
Solucion tampon
Keytruda + 6,2 58 [0,42| 0,94 | 99,54 | -2,12 | 2,73 | 85,04 | 12,24 | 13,41
Sacar.

Determinacion de la estabilidad bajo agitacion.
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La estabilidad bajo agitacion se evaluo por el método 8. Antes y despues de la agitacion,
se determind: la pureza por SE HPLC por el método 13, el perfil de la variante de carga en el
capilar por el método 14, el radio hidrodindmico por el método 6. Los resultados se muestran en
la Tabla 7. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 7 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo agitacion

radio Pureza, SE HPLC Perfil de la \;ann(;)nte de carga,

Desi .. | hidrodindmico, A q

esignacion nm gregados. | Monémero, % | Alc. | Base | Acido | A abs

de la %

formulacion SH800 A A SH800
CE 96H CE | SH800 | CE | SH800 CE 96H

96H 96H

5 mM His 4,7 47 |044| -001 |99,53| 002 |281|8330| 1390 | 1,35

Buf, pH 5,6

His+ Tre 169 | 57 |043| -001 |9950 | -0,02 |277|8415] 1300 | 0,50

100 mg/ml

His+Sorb | 55 | 52 |044| -001 |99,53| 0,03 |2,66|83,28| 1406 | 2,39

50 mg/ml

His+Prol | 51 | 49 |043| -002 |9955| 002 |259 84,19 13,23 | 2,37

30 mg/ml

His+NaCl 150 55 | g45| 003 |9953| 004 |273|8305] 14,23 | 1,81

9,0 mg/ml

Solucién

tampon 62 | 233 |042| 0,00 [99,54| -0,02 |2,73 8504|1224 | 213

Keytruda +

Sacar.

Determinacion de la estabilidad durante la congelacion y descongelacion.

La estabilidad bajo congelacion-descongelacion se evalué por el método 9. Antes y
después del estrés, se determind: la pureza por SE HPLC por el método 13, el perfil de la variante
de carga en el capilar por el método 14, el radio hidrodindmico por el método 6. Los resultados se
muestran en la Tabla 8. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 8 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo congelacion-

descongelacion

Radio Pureza. SE HPLC Perfil de la variante de

Desianacion hidrodinamico, ’ carga, en %

Sd% Ia nm Agregados, % | Mondmero, % | Alc. \ Base \Acido A abs
formulacion - i A CD(-

CE 2%)D£5 CE AZOC;E\E; CE | cD(- CE 20)
20) *5 *5

S MM His 4,7 6,1 0,44| 060 |99,53| -0,58 |2,81|8330| 13,90 | 1,88
Buf, pH 5,6
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His + Tre
100 mg/ml
His + Sorb
50 mg/ml
His + Prol
30 mg/ml
His + NaCl
9,0 mg/ml
Solucién
tampon
Keytruda +
Sacar.

6,1 6,1 043| 020 |9950 | -0,22 |2,77|84,15| 13,09 | 1,43

N7 6,3 044 019 |99,53| -0,18 | 2,66 | 83,28 | 14,06 | 1,05

Syl 5,7 043| 006 |9955| -0,06 |259|84,19 | 13,23 | 1,26

5,7 5,8 045| 0,20 |9953| -0,20 |2,73|83,05| 14,23 | 2,59

6,2 7,5 042| 013 |9954| -0,12 | 2,73 |85,04 | 12,24 | 2,36

Las formulaciones que comprenden trehalosa dihidratada y L-prolina mostraron las
mejores propiedades estabilizadoras entre todas las muestras de la prueba. La muestra compuesta
por trehalosa dihidratada mostr6 los mejores resultados en términos de temperatura de agregacion
y punto de fusion. Ademas, esta muestra mostrd el menor cambio en los indicadores de calidad
bajo exposicion térmica, se observaron cambios menores bajo agitacion. La muestra que
comprende L-prolina también mostré uno de los mejores resultados para la temperatura de
agregacion y un resultado medio para el punto de fusion. La composicion con L-prolina mostrd
resultados medios bajo exposicidn térmica, pequefios cambios en los indicadores de calidad bajo
agitacion, y el mejor resultado bajo congelacién-descongelacion.

La introduccion de trehalosa dihidratada o de L-prolina, seleccionada para el siguiente
paso, reduce la formacion de agregados bajo el estrés térmico y de congelacion. Ademas, las
formulaciones seleccionadas presentan un ligero cambio de calidad bajo agitacion.

Los agentes osmoticos seleccionados, en comparacion con la formulacion que contiene
sacarosa, proporcionan una mayor estabilidad térmica; en particular, observamos un aumento del
punto de fusién/temperatura de agregacion, una menor tasa de formacion de agregados bajo
exposicion térmica y un menor cambio en el contenido de monémero, y también observamos un
menor cambio absoluto en el perfil acido-base. La muestra que contenia trehalosa dihidratada en
los excipientes mostro mejores resultados en cuanto al pardmetro de interaccion de difusion, lo
que indica una mayor estabilidad y una menor tendencia a la agregacion durante la concentracion
y la diafiltracion. En comparacion con la formulacion que contiene sacarosa, las formulaciones
estudiadas que contienen dihidrato de trehalosa, sorbitol o L-prolina muestran un aumento
significativamente menor del radio hidrodinamico de las particulas bajo agitacion y congelacion,
lo que indica la formacion de grandes particulas de alto peso molecular.

Formulaciones de excipientes seleccionados para el siguiente paso:
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His + Tre 100 mg/mi: L-histidina

Clorhidrato de L-histidina monohidratado

Trehalosa dihidratada

His + Prol 30 mg/ml: L-histidina

Ejemplo 3. Examen de agentes osmaticos y estabilizadores.
Para el cribado de los agentes osmoticos y estabilizadores, se utilizaron excipientes
adecuados para la administracion parenteral. Las formulaciones de prueba se muestran en la Tabla

9. Las composiciones farmacéuticas que contienen pembrolizumab en las formulaciones de prueba

Clorhidrato de L-histidina monohidratado

L-prolina

se prepararon de acuerdo con el método 2.

Tabla 9 - Formulaciones del ensayo

0,221 mg/ml
0,750 mg/ml
100 mg/ml

0,221 mg/ml
0,750 mg/ml

30 mg/ml

Designacion Formulacion
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
. L-histidina 0,221 mg/ml
His+Tre . s .
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
Trehalosa dihidratada 100 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
His+Tre + L-histidina 0,221 mg/ml
Arginina h/c | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
100 mM Trehalosa dihidratada 100 mg/ml
Clorhidrato de arginina monohidratado 21,07 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
His+Tre + L-histidina 0,221 mg/ml
Glicina 100 | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
mM Trehalosa dihidratada 100 mg/ml
Glicina 7,51 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
His+Tre + L-histidina 0,221 mg/ml
Metionina 10 | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
mM Trehalosa dihidratada 100 mg/ml
Metionina 1,490 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
. L-histidina 0,221 mg/ml
His+Prol i - .
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
L-prolina 30 mg/ml
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Pembrolizumab

1,5-30 mg/ml

His+Prol + L-histidina 0,221 mg/ml
Arginina h/c | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
100 mM L-prolina 30 mg/ml
Clorhidrato de arginina monohidratado 21,07 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
His+Prol + L-histidina 0,221 mg/ml
Glicina 100 | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
mM L-prolina 30 mg/ml
Glicina 7,51 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
His+Prol + L-histidina 0,221 mg/ml
Metionina 10 | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
mM L-prolina 30 mg/ml
Metionina 1,490 mg/ml
Solucién Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
tampon L-histidina 0,3 mg/ml
Keytruda + L-histidina h/c m/h 1,7 mg/mi
Sacar. Sacarosa 70 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
L-histidina 0,3 mg/ml
Keytruda pl | L-histidina h/c m/h 1,7 mg/ml
Sacarosa 70 mg/ml
Polisorbato 80 0,2 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
His+Tre + L-histidina 0,221 mg/ml
Polisorbato Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
80 0,5 mg/ml | Trehalosa dihidratada 100 mg/ml
Polisorbato 80 0,5 mg/ml
His+Tre + Pen?br_ol_izumab 1,5-30 mg/ml
Poloxamer L-hISt.IdIna o . 0,221 mg/ml
18805 Clorhidrato .d(? L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
mg/ml Trehalosa dihidratada 100 mg/ml
Poloxamer 188 0,5 mg/ml
Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
His+Prol + L-histidina 0,221 mg/ml
Polisorbato | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
80 0,5 mg/ml | L-prolina 30 mg/ml
Polisorbato 80 0,5 mg/ml
His+Prol + Pembr_ol_izumab 1,5-30 mg/ml
Poloxamer L-histidina 0,221 mg/ml
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
188 0,5 .
mg/ml L-prolina 30 mg/ml
Poloxamer 188 0,5 mg/ml
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Estudio de los indicadores de prediccion de la estabilidad.

Los resultados del estudio de la temperatura de agregacion por el método 3, del punto de

fusion por el método 4 y del parametro de interaccion de difusion por el método 6 para la seleccion

del agente osmotico se muestran en la Tabla 10. Los mejores resultados tienen un tono de color

mas claro.

Tabla 10 - Resultados del estudio de los indicadores de prediccion de la estabilidad

Punto de fusién, °C

T agr,

mg/ml

Designacion de la formulacion T ons T T °C ko
His+Tre 51,7 61,9 68,2 66,05 8,23E-03
His+Tre + Arginina h/c 100 mM 47,2 59,5 64,9 60,59 | -9,31E-03
His+Tre + Glicina 100 mM 52,3 62,5 68,5 66,42 1,10E-02
His+Tre + Metionina 10 mM 51,4 61,9 68,5 66,12 1,13E-02
His+Prol 51,1 61,3 67,3 64,17 2,97E-02
His+Prol + Arginina h/c 100 mM 47,5 59,2 64,6 59,56 | -5,11E-03
His+Prol + Glicina 100 mM 50,8 61,9 67,9 64,61 3,36E-02
His+Prol + Metionina 10 mM 50,8 61,3 67,3 64,34 3,24E-02
Solucion tampon Keytruda + Sacar. 48,7 59,2 67,0 63,63 9,22E-03
Keytruda pl n/a n/a n/a n/a n/a
His+Tre + Polisorbato 80 0,5 mg/ml n/a n/a n/a n/a n/a
His+Tre + Poloxamer 188 0,5

n/a n/a n/a n/a n/a
mg/ml
His+Prol + Polisorbato 80 0,5

n/a n/a n/a n/a n/a
mg/ml
His+Prol + Poloxamer 188 0,5

n/a n/a n/a n/a n/a

Determinacion de la estabilidad térmica.

La estabilidad térmica se evalud por el método 7. Antes y después del estrés térmico, se

determind: la pureza por SE HPLC por el método 13, el perfil de la variante de carga en el capilar

por el método 14, el radio hidrodindmico por el método 6. Los resultados se muestran en la Tabla

11. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 11 - Resultados de la determinacion de la estabilidad térmica
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Perfil de la variante de

' Rgdi,o_ Pureza, SE HPLC carga, en %
Designacion hidrodinamico, Agregados Monomero © A
nm ' " | Alc. | Base | Acido

de la % % abs

formulacion A A
CE B?S?—lo CE |TS50| CE | TS50 CE L?SBHO
96H 96H

His+Tre 5.5 55 | 0,47 |-0,04 | 99,49 | 0,03 | 2,78 | 85,19 | 12,04 | 1,83
His+Tre +
Arginina h/c 7,2 6,9 | 0551 | 0,00 | 99,46 | -0,02 | 2,81 | 85,41 | 11,79 | 1,51
100 mM
His+Tre +
Glicina 100 5,6 55 | 0,47 |-0,04 | 99,49 | 0,05 | 2,79 | 84,99 | 12,23 | 1,28
mM
His+Tre +
Metionina 10 5,4 55 | 0,47 |-0,02 | 99,49 | 0,02 | 2,74 | 84,70 | 12,57 | 1,58
mM
His+Prol 5 5 0,46 | -0,01|99,48 | 0,01 | 2,78 | 84,01 | 13,21 | 2,83
His+Prol +
Arginina h/c 6,1 6 0,47 | -0,01 | 99,48 | -0,01 | 2,70 | 85,16 | 12,15 | 1,77
100 mM
His+Prol +
Glicina 100 5,3 49 | 0,47 |-0,03]99,49 | 0,02 | 2,94 | 85,17 | 11,90 | 3,41
mM
His+Prol +
Metionina 10 5,2 49 | 0,46 |-0,02| 99,53 | -0,03 | 2,79 | 84,52 | 12,70 | 0,57
mM
Solucion
fampon 61 | 59 | 045 |-002|9953| 001 | 271 |8459 12,71 | 2,05
Keytruda +
Sacar.
Keytruda pl 59 nfa | 046 | nfa | 99,52 | -0,03 | 3,11 | 84,03 | 12,87 | 1,41
His+Tre +
Polisorbato 55 n/a 0,54 na | 9943 | n/a | 3,23 (8361 13,17 | n/a
80 0,5 mg/mi
His+Tre +
Egéog%mer 55 | n/a | 046 | nfa | 9951 | nfa | 3,12 |8462| 1227 | nla
mg/ml
His+Prol +
Polisorbato 51 n/a 0,52 nfa | 9943 | n/a | 3,15|84,86| 12,00 | n/a
80 0,5 mg/mi
His+Prol +
Egéog%mer 49 | nia | 046 | nla | 9951 | nfa | 296 |8473| 12,31 | nia
mg/ml

Determinacion de la estabilidad bajo hidrdlisis acida.
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La estabilidad bajo hidrolisis &cida de las formulaciones sin poloxamer 188 se evaluaron
por el método 10 con ajuste a pH 3,5 y envejecimiento durante 1 hora. Antes y después de la
hidrolisis, determinamos: la pureza por SE HPLC por el método 13, el perfil de variante de carga
en el capilar por el método 14, el radio hidrodinamico por el método 6. Los resultados se muestran
en la Tabla 12. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 12 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo hidrolisis acida

Perfil de la variante de

' Rgdi,o . Pureza, SE HPLC carga, en %
hidrodinamico, Agreaados
Designacion nm ggo ' | Mono6mero, % | Alc. | Base | Acido | A abs
de la A
formulacion . A A Acido
ce | 2390 | ce | AN cE | Acido CE 35
’ . 3,51H 1H
1H
His+Tre 55 149 | 0,47 | 29,91 | 99,49 | -30,34 | 2,78 | 85,19 | 12,04 | nl/a
His+Tre +
Arginina 7,2 89 |051| 499 | 9946 | -501 |2,81|8541| 11,79 | 13,64
h/c 100 mM
His+Tre +

Glicina 100 | 5,6 12,2 | 047 | 1,77 | 99,49 | -1,77 |2,79 84,99 | 12,23 | 5,97
mM

His+Tre +
Metionina 54 18,3 | 0,47 | 3,24 | 99,49 | -3,24 |2,74 84,70 | 1257 | 4,92
10 mM

His+Prol 5 128 | 0,46 | 448 | 9948 | -4,49 |2,78|84,01 | 13,21 | 4,77
His+Prol +
Arginina 6,1 6,6 |047 | 527 | 9948 | -526 |2,70|85,16 | 12,15 | 3,54
h/c 100 mM
His+Prol +

Glicina 100 | 5,3 7,6 0,47 | 264 | 99,49 | -263 |2,94|8517| 11,90 | 1,20
mM
His+Prol +
Metionina 52 7 0,46 | 0,76 | 9953 | -0,79 | 2,79 | 84,52 | 12,70 | 4,77
10 mM
Solucién
tampon
Keytruda +
Sacar.

Keytrudapl | 5,9 nfa | 0,46 | n/a | 99,52 nfa |3,11|84,03| 12,87 | nla

His+Tre +
Polisorbato
800,5
mg/ml
His+Tre +
Poloxamer

6,2 95 |045|6296 | 99,53 | -64,53 | 2,71 | 84,59 | 12,71 | 23,15

55 n/a 0,54 n/a 99,43 n/a 3,23 | 83,61 | 13,17 n/a

55 n/a 0,46 n/a 99,51 n/a 3,12 | 84,62 | 12,27 n/a
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188 0,5
mg/ml

His+Prol +
Polisorbato
800,5
mg/ml

51

n/a

0,52 n/a

99,43

n/a

3,15 84,86 | 12,00 | n/a

His+Prol +
Poloxamer
188 0,5
mg/ml

4,9

n/a

0,46 n/a

99,51

n/a

2,96 84,73 | 12,31 | nla

Determinacion de la estabilidad bajo hidrdlisis bésica.

La estabilidad bajo hidrolisis basica para las formulaciones sin poloxamer 188 se evaluaron

por el método 11 con ajuste a pH 8,5 y envejecimiento durante 1 hora. Antes y después de la

hidrolisis, determinamos: la pureza por SE HPLC por el método 13, el perfil de variante de carga

en el capilar por el método 14, el radio hidrodinamico por el método 6. Los resultados se muestran

en la Tabla 13. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 13 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo hidrdlisis basica

Radio Pureza, SE HPLC Perfil de la vari;nte de carga, en
Desianacign | idrodinamico, 2
esignacion nm Agregados, Monomero, % | Alc. | Base | Acido A abs
de la %

formulacion o A A .

CE 8525'53 CE |Basico| CE | Basico CE 525'103

' 8,5 1H 8,5 1H ’

His+Tre 55 105 |0,47| 982 |99,49| -9,83 | 2,78 | 85,19 | 12,04 23,46
His+Tre +
Arginina h/c 7,2 10,1 [051| 9,26 |99.46| -9,30 | 2,81 | 85,41 | 11,79 13,95
100 mM
His+Tre +
Glicina 100 5,6 9,4 0,47 | 6,14 |99,49 | -6,16 | 2,79 | 84,99 | 12,23 14,71
mM
His+Tre +
Metionina 10 | 5,4 n/a 0,47 | 10,87 | 99,49 | -10,93 | 2,74 | 84,70 | 12,57 23,38
mM
His+Prol 5 11,3 |0,46| 2,10 |99,48 | -2,08 | 2,78 | 84,01 | 13,21 3,05
His+Prol +
Arginina h/c 6,1 6,7 0,47| 486 |99,48 | -4,88 | 2,70 | 85,16 | 12,15 6,32
100 mM
His+Prol +
Glicina 100 5,3 6,1 0,47 198 99,49 | -1,96 | 2,94 | 85,17 | 11,90 3,74
mM
His+Prol +
Metionina 10 | 5,2 9,2 0,46 | 3,64 |9953| -3,67 | 2,79 |84,52| 12,70 6,18
mM
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Solucion
tampon
Keytruda +
Sacar.

6,2 20,7

0,45 | 10,36

99,53

-10,45

2,71

84,59

12,71

24,21

Keytruda pl

59 n/a

0,46 n/a

99,52 n/a

3,11

84,03

12,87

n/a

His+Tre +
Polisorbato
80 0,5 mg/mi

55 n/a

0,54 n/a

99,43 n/a

3,23

83,61

13,17

n/a

His+Tre +
Poloxamer
188 0,5
mg/ml

55 n/a

0,46 n/a

99,51 n/a

3,12

84,62

12,27

n/a

His+Prol +
Polisorbato
80 0,5 mg/mi

51 n/a

0,52 n/a

99,43 n/a

3,15

84,86

12,00

n/a

His+Prol +
Poloxamer
188 0,5
mg/ml

49 n/a

0,46 n/a

99,51 n/a

2,96

84,73

12,31

n/a

Determinacion de la estabilidad bajo agitacion.

La estabilidad bajo agitacion se evalud por el método 8. Antes y después del estrés, se

determind: la pureza por SE HPLC por el método 13, el perfil de la variante de carga en el capilar

por el método 14, el radio hidrodindamico por el método 6. Los resultados se muestran en la Tabla

14. Los mejores resultados tienen un tono de color més claro.

Tabla 14 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo agitacion

Radio Pureza, SE HPLC Perfil de la vari;nte de carga,
Desianaciey | Midrodinamico, e
esignacion nm Agregados, Monomero, % | Alc. | Base | Acido | A abs
de la %
formulacion A A
CE 59H68H00 CE | SH800 | CE | SH800 CE 39H68|30
96H 96H
His+Tre 5,5 5,9 0,47 | -0,05 | 99,49 | 0,04 |2,78|8519| 12,04 | 0,61
His+Tre +
Arginina 7,2 7 051| -0,06 |99,46| 0,06 |2,81|8541| 11,79 | 0,18
h/c 100 mM
His+Tre +
Glicina 100 | 5,6 59 0,47 | -0,04 199,49 | 0,03 |2,79|84,99| 12,23 | 1,03
mM
His+Tre +
Metionina 5,4 9,5 0,47 | -0,03 99,49 | 0,03 |2,74|84,70 | 12,57 | 2,81
10 mM
His+Prol 5 4.8 0,46 | -0,02 99,48 | 0,02 |2,78|84,01| 13,21 | 2,13
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His+Prol +
Arginina 6,1 5,9 0,47 | -0,03 [ 9948 | 0,03 |2,70]|8516| 12,15 | 0,46
h/c 100 mM
His+Prol +
Glicina 100 | 5,3 49 0,47 | -0,03 [ 99,49 | 0,02 |294|8517| 11,90 | 0,93
mM
His+Prol +
Metionina 5,2 49 0,46 | -0,02 | 99,53 | -0,01 |2,79|84,52 | 12,70 | 0,85
10 mM
Solucion
tampon
Keytruda +
Sacar.
Keytrudapl | 5,9 5,7 0,46 | -0,02 | 99,52 | 0,02 |3,11|84,03| 12,87 | 0,13
His+Tre +
Polisorbato
800,5
mg/ml
His+Tre +
Poloxamer
188 0,5
mg/ml
His+Prol +
Polisorbato
800,5
mg/ml
His+Prol +
Poloxamer
188 0,5
mg/ml

6,2 105 |045| -0,02 | 99,53 | 0,01 |2,71|8459| 12,71 | 0,04

5,5 ® 054| -0,01 9943 | 0,00 |3,23|83,61| 13,17 | 0,64

5,5 5,4 046 | 000 |9951| -0,03 |3,12|84,62| 12,27 | 0,47

51 4,9 0,52 | -0,01 [99,43| 0,00 |315|84,86 | 12,00 | 5,23

4,9 4,9 0,46 | -0,02 | 99,51 | -0,01 | 2,96 |84,73| 12,31 | 5,28

Determinacion de la estabilidad durante la congelacion y descongelacion.

La estabilidad bajo congelacion-descongelacion se evalué por el método 9. Antes y
después del estrés, se determind: la pureza por SE HPLC por el método 13, el perfil de la variante
de carga en el capilar por el método 14, el radio hidrodinamico por el método 6. Los resultados se

muestran en la Tabla 15. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 15 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo congelacion-

descongelacion

Perfil de la variante de carga,

Radio Pureza, SE HPLC en %
Designacion | hidrodinamico, Aareaados
de la nm g OQ/]O ' | Monémero, % | Alc. | Base | Acido | A abs
formulacion D
CE (-20) *3 CE | ACD| CE | ACD CE CD
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(-20) (-20) (-20)

His+Tre 5,5 59 047 | 0,18 (99,49 | -0,17 | 2,78 8519 | 12,04 | 594

His+Tre +
Argininah/c | 7,2 7,1 051 0,13 | 99,46 | -0,14 | 2,81 (8541 | 11,79 | 2,84
100 mM
His+Tre +
Glicina100 | 5,6 6 0,47| 0,15 [99,49 | -0,14 | 2,79 84,99 | 12,23 | 2,85
mM

His+Tre +
Metionina 54 6 047 0,16 {9949 | -0,14 | 2,74 | 84,70 | 12,57 | 3,66
10 mM

His+Prol 5 5,2 0,46 | 0,14 (99,48 | -0,12 | 2,78 |84,01 | 13,21 | 1,93

His+Prol +
Argininah/c | 6,1 6 0,47 | 0,08 |99,48 | -0,08 | 2,70 |85,16 | 12,15 | 1,84
100 mM
His+Prol +
Glicina100 | 5,3 53 0,47 | 0,12 |99,49 | -0,10 | 2,94 |85,17 | 11,90 | 3,34
mM
His+Prol +
Metionina 5,2 53 0,46 | 0,09 |9953| -0,13 | 2,79|84,52 | 12,70 | 2,04
10 mM
Solucién
tampon
Keytruda +
Sacar.

Keytrudapl | 5,9 59 0,46 | 0,00 [99,52| 0,00 |3,11|84,03| 12,87 | 3,06

His+Tre +
Polisorbato
800,5
mg/ml
His+Tre +
Poloxamer
188 0,5
mg/ml
His+Prol +
Polisorbato
800,5
mg/ml
His+Prol +
Poloxamer
188 0,5
mg/ml

6,2 6,6 045| 0,14 (99,53 | -0,15 | 2,71 | 84,59 | 12,71 | 2,62

5,5 5,4 0,54 | 0,03 |99,43| -0,04 |3,23|83,61| 13,17 | 4,29

55 54 0,46 | 0,02 (99,51 | -0,02 |3,12|84,62 | 12,27 | 3,98

51 5,2 0,52 | 0,02 (99,43 | -0,03 |3,15|84,86 | 12,00 | 6,69

4,9 4,9 0,46 | 0,01 |9951| 0,00 |2,96 |84,73| 12,31 | 4,46

Entre las muestras de ensayo se pueden distinguir las siguientes formulaciones en términos
de estabilidad:
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1. HistTre + Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
Glicina 100 mM L-histidina 0,221 mg/ml
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
Trehalosa dihidratada 100 mg/ml
Glicina 7,51 mg/ml
2. His+Tre + Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
Poloxamer 188 0,5  L-histidina 0,221 mg/ml
mg/mi Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
Trehalosa dihidratada 100 mg/ml
Poloxamer 188 0,5 mg/ml
3. His+Prol Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
L-histidina 0,221 mg/ml
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
L-prolina 30 mg/ml
4. His+Prol + Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
Glicina 100 mM L-histidina 0,221 mg/ml
Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
L-prolina 30 mg/ml
Glicina 7,51 mg/ml
5. His+Prol + Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
Glicina 100 mM + L-histidina 0,221 mg/ml
Poloxamer 188 0,5  Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
mg/ml L-prolina 30 mg/ml
Glicina 7,51 mg/ml
Poloxamer 188 0,5 mg/ml

Las formulaciones que contienen dihidrato de trehalosa, las composiciones de dihidrato de
trehalosa en combinacién con glicina, asi como las composiciones con L-prolina, asi como las
composiciones con L-prolina en combinacion con glicina o metionina fueron seleccionadas para
su desarrollo posterior, ya que mostraron resultados positivos de estabilidad bajo estrés.

Todas las formulaciones con trehalosa dihidratada mostraron un mayor contenido de la
fraccion basica en comparacion con la de L-prolina. Entre las formulaciones que contenian
trehalosa dihidratada, la formulacion con glicina mostrd los mejores resultados. Observamos el
efecto positivo de la glicina sobre la temperatura de agregacion y el punto de fusion, asi como
sobre el pardmetro de interaccién de difusion. En caso de estrés térmico, la adicidn de glicina a la
formulacion mostro ligeras mejoras. La adicion de glicina a la formulacion mostré mejoras en la
pureza y el perfil acido-base antes y después del estrés. En comparacion con la muestra de la
formulacion de excipientes de Keytruda sin tensioactivos afiadidos, observamos un aumento
significativo del punto de fusion y de la temperatura de agregacién, asi como un cambio

significativamente menor de la pureza y del perfil &cido-base bajo hidrdlisis &cida y basica.
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Entre las formulaciones que contienen tensioactivos, se observo el efecto positivo del
poloxamer 188. Estas composiciones mostraron un cambio menor en el perfil de pureza y variante
de carga bajo agitacion y congelacion. En consecuencia, se selecciono el Poloxamer 188 para
utilizarlo como tensioactivo en el siguiente paso.

Ejemplo 4. Determinacion de los factores cuantitativos criticos de la formulacion de
excipientes.

El estudio se realiz6 en un disefio experimental factorial de cuatro factores con dos niveles
y un punto central. Se estudiaron como factores cuantitativos la concentracion de proteinas (de 10
a 40 mg/ml), el pH (de 5,1 a 6,1), la concentracion de agente osmotico (de 70 a 130 mg/ml), la
concentracion de L-glicina (de 1,5 a 15 mg/ml) y la concentracion de poloxamer 188 (de 0,10 a
1,0 mg/ml). Las férmulas del ensayo se enumeran en la tabla 16.

Tabla 16 - Formulaciones del ensayo

Conc. de
., Conc. de Conc.
Concentracion - Poloxamer
. . . Solucién agente de L-
Designacion de proteinas, tampén 0smético glicina 188
mg/ml ' ' (KOLL),
mg/ml mg/ml
mg/ml
Pembro 10 His 5,1+Tre 5mM 70
70+Gly 15+ KOLL 1,0 10 His pH Trehalosa 15,01 1,00
51 dihidratada
Pembro 10 His 5,1+Tre 5mM 130
130+Gly 15+ KOLL 10 His Trehalosa 15,01 0,10
0,1 pH 5,1 dihidratada
Pembro 40 His 5,1+Tre 5mM 70
70+Gly 1,5+ KOLL 1,0 40 His Trehalosa 1,50 1,00
pH 5,1 dihidratada
Pembro 40 His 5,1+Tre 5mM 130
130+Gly 1,5+ KOLL 40 His Trehalosa 1,50 0,10
0,1 pH 5,1 dihidratada
Pembro 1 25 His 5mM 100
5,6+Tre 100+Gly 8,25+ 25 His pH Trehalosa 8,25 0,55
KOLL 0,55 5,6 dihidratada
Pembro 2 25 His 5mM 100
5,6+Tre 100+Gly 8,25+ 25 His Trehalosa 8,25 0,55
KOLL 0,55 pH 5,6 dihidratada
Pembro 40 His 6,1+Tre 5 70
70+Gly 15+ KOLL 0,1 40 mMHis Trehalosa 15,01 0,10
pH 6,1 dihidratada

43



Conc. de
., Conc. de Conc.
Concentracién ., Poloxamer
. . . Solucién agente de L-
Designacion de proteinas, tamoon 0smGtico licina 188
mg/ml P | oiema oL,
mg/mi mg/ml
mg/ml
Pembro 10 His 6,1+Tre 5mM 70
70+Gly 1,5+ KOLL 0,1 10 His Trehalosa 1,50 0,10
pH 6,1 dihidratada
Pembro 40 His 6,1+Tre 5mM 130
130+Gly 15+ KOLL 40 His Trehalosa 15,01 1,00
1,0 pH 6,1 dihidratada
Pembro 10 His 6,1+Tre 5mM 130
130+Gly 1,5+ KOLL 10 His Trehalosa 1,50 1,00
1,0 pH 6,1 dihidratada
Pembro 25 His 5,6 ’s 5;“'2" 30 - .
+ + - i '
Prol 30 + Gly 8,25 oH 5.6 L-prolina
Pembro 25 His 5,6 5mM 30
+Prol 30 + Gly 8,25 + 25 His L-orolina 8,25 0,55
KOLL 0,55 pH 5,6 P

En la Tabla 16, las soluciones tampon se refieren a las siguientes formulaciones descritas
en la Tabla 17.

Tabla 17 - Formulaciones de soluciones tampdn

L-histidina 0,087 mg/ml
5 mM His, pH 5,1 ) o )

Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,931 mg/ml

L-histidina 0,221 mg/ml
5 mM His, pH 5,6 ] o ]

Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml

L-histidina 0,432 mg/ml
5 mM His, pH 6,1 ) o )

Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,464 mg/ml

Estudio de los indicadores de prediccion de la estabilidad.

Los resultados del estudio de la temperatura de agregacion por el método 3, del punto de
fusion por el método 4 y del parametro de interaccion de difusion por el método 6 para la seleccion
del agente osmatico se muestran en la Tabla 18. Los mejores resultados tienen un tono de color
mas claro.

Cuadro 18 - Resultados del estudio de los indicadores de prediccion de la estabilidad

Designacion de la formulacién Punto de fusion, °C \ ko
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T ons T1 T2 T agr
°C
i’gT?(fg N :"i; 51+ Tre 70+Gly 469 | 58 | 688 | 6603 | 348E-02
EET% Eﬁ ;“; S Trel30tGly | 4gg | 613 | 688 | 6700 | L97E-02
iesrzblg ‘I‘_OLHliz5’1+ Tre 70+Gly 463 | 583 | 673 | 6433 | 148E-02
Tsnlb& ‘I‘_OLF(')i’Slg’l” Trel30+Gly | 4g4 | s89 | 679 | 6533 | 1,18E-02
;ezrgir&(ljii I(—)|,i5355,6 + Tre 100+Gly 499 61 685 66,6 1,70E-02
::ezfgf:fi é Ei ;'E;’G +Trel00Gly |50 | 613 | 688 | 6554 | 1,56E-02
EET*:(VS I‘_‘ﬁ ;“15 6,1+ Tre 70+Gly 532 | 646 |ninguno | 6626 | 1,20E-02
Efasrzblz)ll_ol_l—éi,s,l&l+ Tre 70+Gly 53.2 64 ninguno n/a 3,99E-02
i’g:“?(fg I‘_‘ﬁ ';'1‘3 01+ Trel30*Gly 1 538 | 658 | 688 | 6666 | 170E-02
Ei_)TbIL% 1|_0|_H1i,?36,1+ Tre 130Gl | 535 | 637 | 688 | 6616 | 479E-02
::ezrgbm 25 His 5,6 +Prol 30 + Gly 52 622 | 679 | 6413 | 2,60E-02
:zrgllszc;sLTsozg Prol30+Gly | 508 | 61 | 679 | 6458 | 323E-02

Determinacion de la estabilidad térmica.

La estabilidad térmica se evalu6 por el método 7. Antes y después del estrés térmico, se

determind: la pureza por SE HPLC por el método 13, el perfil de la variante de carga en el capilar

por el método 14, el radio hidrodindmico por el método 6. Los resultados se muestran en la Tabla

19. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 19 - Resultados de la determinacion de la estabilidad térmica

Determinacion de la estabilidad bajo agitacion.

Radio Pureza, SE HPLC Perfil de la variante de
. . carga, en %
Desi ., hidrodinamico, A q
esignacion nm gregados. | nonemero, % | Alc. | Base | Acido | A abs
de la %
formulacion TS50 A A TS50
CE 96H CE | TS50| CE TS50 CE 96H
96H 96H
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Pembro 10
His 5,1+ Tre
70+Gly 15+
KOLL 1,0

4,8

4.9

0,51

0,48

99,47

-0,55

3,08

81,29

15,64

8,12

Pembro 10
His 5,1+ Tre
130+Gly
15+ KOLL
0,1

5,3

516

0,52

0,25

99,46

-0,30

2,44

81,33

16,24

12,40

Pembro 40
His 5,1+ Tre
70+Gly 1,5+
KOLL 1,0

3,4

3,5

0,57

1,55

99,39

-1,62

3,77

81,31

14,93

10,62

Pembro 40
His 5,1+ Tre
130+Gly
1,5+ KOLL
0,10

3,8

4,1

0,57

0,85

99,39

-0,92

3,09

82,03

14,88

9,60

Pembro 1 25
His 5,6 +
Tre
100+Gly
8,25+
KOLL 0,55

4.4

4,5

0,63

0,45

Sig) 25

-0,50

2,84

84,05

13,11

13,83

Pembro 2 25
His 5,6 +
Tre
100+Gly
8,25+
KOLL 0,55

4,4

4,5

0,60

0,62

99,36

-0,67

2,87

84,12

13,01

12,79

Pembro 40
His 6,1+ Tre
70+Gly 15+
KOLL 0,1

4,7

5,0

0,64

0,64

99,33

-0,71

2,63

84,03

13,34

15,98

Pembro 10
His 6,1+ Tre
70+Gly 1,5+
KOLL 0,1

5,0

5,1

0,60

0,25

99,39

-0,28

2,85

83,68

13,47

14,08

Pembro 40
His 6,1+ Tre
130+Gly
15+ KOLL
1,0

5,2

5,5

0,63

0,72

99,34

-0,78

2,38

84,78

12,84

21,10

Pembro 10
His 6,1+ Tre
130+Gly
1,5+ KOLL
1,0

5,6

5,6

0,60

0,25

99,37

-0,30

2,58

84,50

12,92

18,44
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La estabilidad bajo agitacion se evalud por el método 8. Antes y después del estrés, se

determind: la pureza por SE HPLC por el método 13, el perfil de la variante de carga en el capilar

por el método 14, el radio hidrodindmico por el método 6. Los resultados se muestran en la Tabla

20. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 20 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo agitacion

Designacion
de la
formulacion

Radio
hidrodinamico,
nm

Pureza, SE HPLC

Perfil de la variante de carga,
en %

Agregados,

%

Mondmero, %

Alc.

Base

Acido

A abs

SH800

CE 96H

CE

A
SHB800
96H

CE

A
SHB800
96H

CE

SH800
96H

Pembro 10 His
5,1+ Tre
70+Gly 15+
KOLL 1,0

4,8 4,8

0,51

0,01

99,47

-0,01

3,08

81,29

15,64

2,10

Pembro 10 His
51+ Tre
130+Gly 15+
KOLL 0,1

5,3 5,4

0,52

-0,01

99,46

0,01

2,44

81,33

16,24

1,08

Pembro 40 His
51+ Tre
70+Gly 1,5+
KOLL 1,0

3,4 3,6

0,57

0,04

iy 2

-0,04

3,77

81,31

14,93

1,89

Pembro 40 His
51+ Tre
130+Gly 1,5+
KOLL 0,10

3,8 4,0

0,57

-0,01

gig e

0,00

3,09

82,03

14,88

3,70

Pembro 1 25
His 5,6 + Tre
100+Gly 8,25+
KOLL 0,55

44 | 44

0,63

-0,07

99,33

-0,02

2,84

84,05

13,11

0,60

Pembro 2 25
His 5,6 + Tre
100+Gly 8,25+
KOLL 0,55

44 | 44

0,60

-0,01

99,36

0,01

2,87

84,12

13,01

1,46

Pembro 40 His
6,1+ Tre
70+Gly 15+
KOLL 0,1

4,7 4,6

0,64

0,02

g2

-0,03

2,63

84,03

13,34

0,28

Pembro 10 His
6,1+ Tre
70+Gly 1,5+
KOLL 0,1

5,0 4,9

0,60

0,01

99,39

-0,02

2,85

83,68

13,47

4,40

Pembro 40 His
6,1+ Tre

52 5,4

0,63

0,02

99,34

-0,03

2,38

84,78

12,84

1,93
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130+Gly 15+
KOLL 1,0

Pembro 10 His
6,1+ Tre
130+Gly 1,5+
KOLL 1,0

5,6 515

0,60

0,00 | 99,37 | 0,00

2,58

84,50 | 12,92

2,92

Determinacion de la estabilidad durante la congelacion y descongelacion.

La estabilidad bajo congelacion-descongelacion se evalué por el método 9. Antes y

después del estrés, se determind: la pureza por SE HPLC por el método 13, el perfil de la variante

de carga en el capilar por el método 14, el radio hidrodinamico por el método 6. Los resultados se

muestran en la Tabla 21. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 21 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo congelacion-

descongelacion

Designacion
de la
formulacion

Radio
hidrodinamico,
nm

Pureza, SE HPLC

Perfil de la variante de carga,

en %

Agregados,

Monomero, %
%

Alc.

Base | Acido

A abs

CD
(-20)
*3

CE

CE

ACD
(-20)
*3

ACD
(-20)
*3

CE

CE

CD
(-20)
*3

Pembro 10 His
5,1+ Tre
70+Gly 15+
KOLL 1,0

48 | 48

0,51

0,03 99,47 | -0,03

3,08

81,29 | 15,64

1,56

Pembro 10 His
5,1+ Tre
130+Gly 15+
KOLL 0,1

5,3 53

0,52

0,02 | 99,46 | -0,02

2,44

81,33 | 16,24

3,43

Pembro 40 His
51+ Tre
70+Gly 1,5+
KOLL 1,0

3,4 3,4

0,57

0,01 99,39 | -0,01

3,77

81,31 | 14,93

1,90

Pembro 40 His
5,1+ Tre
130+Gly 1,5+
KOLL 0,10

3,8 3,8

0,57

0,05 |99,39| -0,06

3,09

82,03 | 14,88

2,28

Pembro 1 25
His 5,6 + Tre
100+Gly
8,25+ KOLL
0,55

44 | 44

0,63

0,01 }99,33| 0,00

2,84

84,05 | 13,11

3,19

Pembro 2 25
His 5,6 + Tre
100+Gly

44 | 44

0,60

0,02 |99,36 | -0,01

2,87

84,12 | 13,01

1,14
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Radio Pureza, SE HPLC Perfil de la vea;]n;)nte de carga,
Desi ., hidrodinamico, A q
esignacion nm gregados, Monémero, % | Alc. | Base | Acido | A abs
de la %
formulacion CD A CD A CD CD
CE (-20) CE | (-20) CE (-20) CE (-20)
*3 *3 *3 *3
8,25+ KOLL
0,55
Pembro 40 His
6,1+ Tre
70+Gly 15+ 4.7 47 0,64 | 0,02 |99,33| -0,03 |2,63|84,03| 13,34 | 0,82
KOLL 0,1
Pembro 10 His
6,1+ Tre
70+Gly 1,5+ 5 5 0,60 | 0,06 |99,39| -0,07 |2,85|8368| 13,47 | 0,50
KOLL 0,1
Pembro 40 His
6,1+ Tre
130+Gly 15+ 5,2 5,2 0,63| 0,06 [99,34| -0,05 | 2,38 (84,78 | 12,84 | 2,70
KOLL 1,0
Pembro 10 His
6,1+ Tre
130+Gly 1,5+ 5,6 59 0,60 | 0,04 99,37 | -005 |258|8450| 12,92 | 1,12
KOLL 1,0

Los resultados se utilizaron para construir el modelo en el software Minitab. Las
concentraciones de L-glicina/poloxamer 188 no tienen un efecto estadisticamente significativo
sobre la estabilidad del pembrolizumab. Segun los resultados de la optimizacion, la concentracién
recomendada de L-glicina es de 15 mg/ml, la concentracion recomendada de poloxamer 188 es de
1,0 mg/ml, la concentracion recomendada de trehalosa dihidratada es de 84,5 mg/ml. Sin embargo,
para garantizar la osmolalidad fisiologica de la composicion, el contenido de L-glicina se redujo a
1,5 mg/ml, y el de trehalosa dihidratada a 80 mg/ml. La solucién tampdn, la concentraciony el pH
de la misma fueron seleccionados anteriormente, los resultados se muestran en el Ejemplo 1. Este
ejemplo confirmd su efecto estadisticamente significativo sobre la estabilidad del pembrolizumab.
Bajo el estrés térmico, los surfactantes pueden causar la formacion de impurezas de alto peso
molecular. Si se excluye el estrés térmico del modelo, se puede concluir que el aumento de la
concentracion de poloxamer 188 tiene un efecto positivo en la estabilidad del pembrolizumab.
Segun los resultados, la concentracion 6ptima de poloxamer 188 es de 1,0 mg/ml.

Asi, la formulacion final seleccionada es la siguiente:
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Pembrolizumab
L-histidina

Clorhidrato de L-histidina monohidratado

Trehalosa dihidratada

Glicina
Poloxamer 188

1,5-40 mg/ml
0,221 mg/ml
0,750 mg/ml
80 mg/ml
1,5 mg/mi
1,0 mg/mi

Ejemplo 5. Determinacion de la estabilidad de la formulaciéon final en condiciones de estrés

Para las pruebas de estabilidad en condiciones de estrés, se seleccionaron la formulacion

final de Pembrolizumab y la formulacién de excipientes de Keytruda. Las formulaciones del

ensayo se muestran en la Tabla 22. Las composiciones farmacéuticas que contienen

pembrolizumab en las formulaciones de prueba se prepararon de acuerdo con el método 2.

Tabla 22 - Formulaciones del ensayo

Pembro Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
L-histidina 0,221 mg/mi
Clorhidrato de L-histidina monohidrato 0,750 mg/ml
Trehalosa d/h 80,0 mg/mi
Glicina 1,5 mg/mi
Poloxamer 188 1,0 mg/mi
Keytruda pl Pembrolizumab 1,5-30 mg/ml
L-histidina 0,3 mg/mi
L-histidina h/c m/h 1,7 mg/mi
Sacarosa 70 mg/ml
Polisorbato 80 0,2 mg/ml

Determinacion de la estabilidad térmica.

La estabilidad térmica se evalud por el método 7 durante 10 dias. Antes y después del estrés

térmico, determinamos la pureza por el método SE HPLC (método 13), el perfil de la variante

cargada por el método IE HPLC (método 15), el contenido de productos de oxidacion por el

método HPLC de interaccion hidrofobica (método 18), el radio hidrodindmico por el método 5.

Los resultados se muestran en la Tabla 23. Los mejores resultados tienen un tono de color méas

claro.
Tabla 23 - Resultados de la determinacion de la estabilidad térmica
HPLC de interaccion
Designacion Radio Pureza, SE HPLC hidrofobica
de la hidrodinamico, , Variantes de .
formulacién am Agregados, | Monomero, éxido, pico ,\/z_:lrlantgs de
% % 142 oxido, pico 3.

50



A A A A

CE | TS50 CE Jro50| CF |1s50| CF | 1550 | CF | 7550
Pembro 42 | 47 | 015 002 |9985]-018| 79 | 074 0,50
Keytruda pl 5,0 6,1 0,14 | 0,07 | 99,86 | -0,25 | 6,22 | 12,15 1,13

. ., Perfil de la variante cargada, IE HPLC

Designacion
de la Acido, % Base, % Alc., %
formulacion CE A TS50 CE A TS50 CE A TS50
Pembro 13,81 21,92 73,97 -22,13 12,22 0,21
Keytruda pl 15,59 22,36 72,79 -23,74 11,62 1,38

Determinacion de la estabilidad bajo agitacion.

La estabilidad bajo agitacion se evalu6 por el método 8. Antes y después de la agitacion,

se determind la pureza por el método SE HPLC 13, el perfil de la variante cargada por el método

IE HPLC (método 15), el contenido de productos de oxidacién por el método HPLC de interaccion

hidrofobica (método 18), el radio hidrodinamico por el método 6. Los resultados se muestran en

la Tabla 24. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 24 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo agitacion

HPLC de interaccion
Radio Pureza, SE HPLC hidrofobica
Designacion | hidrodinamico, Variantes de | Variantes de
Agregados, ) " . L .
de la nm Monomero, % | Oxido, pico | Oxido, pico
, %
formulacion 1+2 3.
A A A A
CE | SHB800 | CE SH800 CE SH800 CE SH800 CE SH800
Pembro 4,2 0,1 |015| 0,04 [9985| -0,04 | 79 n/a n/a
Keytruda pl 5,0 0,0 |014| 0,04 |99,86| -0,04 |6,22| nla n/a
. ., Perfil de la variante cargada, IE HPLC
Designacion
dela Acido, % Base, % Alc., %
formulacion CE A SH800 CE ASH800 | CE | ASHS800
Pembro 13,81 0,18 73,97 -0,16 12,22 -0,02
Keytruda pl 15,59 -1,28 72,79 1,65 11,62 -0,36

Determinacion de la estabilidad durante la congelacion y descongelacion.

La estabilidad bajo congelacién-descongelacion se evaludé por el método 9. Antes y

después del estrés, se determiné la pureza por el método 13 de SE HPLC, el perfil de variantes

cargadas por el método 15 de IE HPLC, el contenido de productos de oxidacion por el método de
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HPLC de interaccion hidrofébica (método 18), el radio hidrodinamico por el método 6. Los
resultados se muestran en la Tabla 25. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 25 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo congelacion-

descongelacion

HPLC de interaccion
Radio Pureza, SE HPLC hidrofébica
) .| hidrodinamico, , Variant )
Designacion Agregados, | Mondmero, ’ar_lan es_ de Variantes de
nm oxido, pico | , . .
de la % % 142 oxido, pico 3.
formulacion A
CD(- A CD A CD A CD
CE | 59 | CE | CD | CE | ooy | CE | 20y | B | (20
(-20)
Pembro 4,2 -0,1 | 0,15 | -0,01 | 99,85 | 0,01 7,9 n/a 0 n/a
Keytruda pl 5,0 -0,1 | 0,14 | 0,01 | 99,86 | -0,01 | 6,22 n/a 0 n/a

Perfil de la variante cargada, IE HPLC

Designacion _
de la Acido, % Base, % Alc., %
formulacion A CD(- A CD(- A CD(-
CE 20)*3 CE 20)*3 CE 20)*3
Pembro 13,81 -0,05 73,97 0,06 12,22 -0,01
Keytruda pl 15,59 -0,09 72,79 0,16 11,62 -0,07

Determinacion de la estabilidad bajo hidrélisis acida.

La estabilidad bajo hidrolisis acida se evalu6 por el método 9. Antes y después del estrés,
se determin la pureza por el método 13 de SE HPLC, el perfil de variantes cargadas por el método
15 de IE HPLC, el contenido de productos de oxidacion por el método de HPLC de interaccién
hidrofébica (método 18), el radio hidrodinamico por el método 6. Los resultados se muestran en
la Tabla 26. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 26 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo hidrdlisis acida

HPLC de interaccion
Radio Pureza, SE HPLC hidrofébica
hidrodinamico, Adgreqados Variantes de | Variantes de
Designacion nm g 3 " | Mondmero, % | &xido, pico 6xido, pico
de la ° 1+2 3.
formulacion A
pH A A Acido A
CE | acido | CE | Acido | CE | Acido | CE H CE | Acido
4.0 pH 4,0 pH 4,0 2 . pH 4,0
Pembro 4,2 200 |015| 0,11 |9985| -0,11 | 7,9 | 0,52 0 0,00
Keytruda pl | 5,0 1,33 |0,14| 0,12 |99,86| -0,12 | 6,22 | 0,19 0 0,00
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) . Perfil de la variante cargada, IE HPLC
Designacion _
de la Acido, % Base, % Alc., %
formulacion A Acido pH A Acido pH A Acido pH
CE 4,0 CE 4,0 CE 4,0
Pembro 13,81 -0,11 73,97 0,20 12,22 -0,09
Keytruda pl 15,59 -0,17 72,79 0,22 11,62 -0,04

Determinacion de la estabilidad bajo hidrolisis bésica.

La estabilidad bajo hidrolisis basica se evalud por el método 9. Antes y después del estrés,

se determind la pureza por el método 13 de SE HPLC, el perfil de variantes cargadas por el método

15 de IE HPLC, el contenido de productos de oxidacion por el método de HPLC de interaccion

hidrofobica (método 18), el radio hidrodinamico por el método 6. Los resultados se muestran en

la Tabla 27. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 27 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo hidrolisis béasica

HPLC de interaccion
Radio Pureza, SE HPLC hidrofébica
Desianacion hidrodinamico, Aareaados Variantes de Variantes
dge I nm g Og/o ' | Monbmero, % | &xido, pico de éxido,
formulacion 1+2 pico 3.
pH A A A A
CE | basico | CE | Basico| CE | Basico| CE | Basico | CE | Basico
8,0 pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0
Pembro 42 2,2 0,15| 0,18 |99,85| -0,24 | 79 | 0,18 0,00
Keytrudapl | 5,0 2,1 0,14| 0,47 |99,86| -0,47 | 6,22 | 0,11 0 0,00
i ., Perfil de la variante cargada, IE HPLC
Designacion _
de la Acido, % Base, % Alc., %
formulacion A Basico A Basico A Baésico
CE oH 8.0 CE oH 8.0 CE | bHB0
Pembro 13,81 0,28 73,97 -0,07 12,22 -0,20
Keytruda pl 15,59 0,35 72,79 0,06 11,62 -0,42

Determinacion de la estabilidad bajo oxidacion.

La estabilidad bajo oxidacion se evalud por el método 9. Antes y despues del estrés, se

determind la pureza por el método 13 de SE HPLC, el perfil de variantes cargadas por el método

15 de IE HPLC, el contenido de productos de oxidacion por el método de HPLC de interaccion

hidrofobica (método 18), el radio hidrodindmico por el método 6. Los resultados se muestran en

la Tabla 28. Los mejores resultados tienen un tono de color més claro.

Tabla 28 - Resultados de la determinacion de la estabilidad bajo oxidacion
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HPLC de interaccion
Radio Pureza, SE HPLC hidrofébica

Designacion hldrodrllnmamlco, Agregados, | Monomero, \éirildagtesiccie Variantes de

de la % % 1+,2p oxido, pico 3.
formulacién

Ox A A A Ox A Ox

CE 0.1% CE| Ox | CE | Ox | CE 0.1% CE 0.1%

70 0,1% 0,1% 7 70
Pembro 4,2 22 |031]-002|99,63|0,02|789 | Noesta | 0 | Noesta
Kevtruda ol sujeto a sujeto a
y P 5,0 2,1 10,30 |-0,01|99,65| 0,00 | 7,12 | marcado | O | marcado

Perfil de la variante cargada, IE HPLC

Designacion _
de la Acido, % Base, % Alc., %
formulacion A Ox A Ox o
CE 0.1% CE 0.1% CE A Ox 0,1%
Pembro 13,41 -3,07 74,75 -27,21 11,85 30,28
Keytruda pl 15,34 -3,74 73,76 -29,43 10,91 33,17

Determinacion de la fotoestabilidad.

La estabilidad bajo oxidacion se evalud por el método 9. Antes y después del estrés, se
determind la pureza por el método 13 de SE HPLC, el perfil de variantes cargadas por el método
15 de IE HPLC, el contenido de productos de oxidacion por el método de HPLC de interaccion
hidrofébica (método 18), el radio hidrodinamico por el método 6. Los resultados se muestran en
la Tabla 29. Los mejores resultados tienen un tono de color mas claro.

Tabla 29 - Resultados de la determinacion de la fotoestabilidad

HPLC de interaccion

Radio Pureza, SE HPLC hidrofébica

Designacion | hidrodinamico, Agregados, | Monémero, Variantes de |y /- iantes de
de la nm % % Oxido, pico oxido, pico 3
formulacion ’ ’ 1+2 ' PIOS
A A
CE uv | CE UV CE UV CE |AUV| CE | AUV

Pembro 4,3 01 | 016 | 0,17 | 99,84 | -0,16 | 8,60 | 1,75
Keytruda pl 5,0 01 | 017 | 0,18 | 99,83 | -0,18 | 6,33 | 5,59
Designacion Perfil de la variante cargada, IE HPLC
forrgﬁl:iacién Acido, % Base, % Alc., %

CE AUV CE AUV CE AUV
Pembro 12,31 3,03 75,71 -6,10 11,98 3,07
Keytruda pl 14,00 2,39 74,78 -6,79 11,23 4,39
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Segun los resultados de las pruebas de estabilidad bajo tension, la formulacion del
excipiente de Pembrolizumab, en comparacién con la de Keytruda, mostrd un menor cambio en
los indicadores de calidad bajo tension térmica, concretamente, un menor cambio en el radio
hidrodinamico, un menor aumento de los agregados y cambios en el contenido de monomeros, una
tendencia significativamente menor a formar formas oxidadas y un menor cambio en el perfil de
variantes cargadas.

En el caso de la agitacion y la congelacion, se observé un cambio menor en el perfil de la
variante cargada tras el estres.

A su vez, cuando se somete a hidrolisis &cida, se observa un menor aumento de los
agregados y un cambio en el contenido de mondmeros, asi como un menor cambio en el contenido
de la fraccidn basica. Cuando se somete a hidrdlisis basica, la proteina de la formulacion de
Pembrolizumab tiene menos tendencia a formar agregados, a cambiar el contenido de monémeros
y a cambiar el perfil de variantes cargadas.

Cuando se sometid a fotoestrés, se observd una tendencia significativamente menor a la
oxidacion en comparacion con la formulacion de excipientes de Keytruda, asi como un menor
cambio en el contenido de mondémero, un menor aumento de los agregados y un menor cambio en
el perfil de variantes cargadas.

Ejemplo 6. Determinacion de la estabilidad bajo envejecimiento acelerado a una
temperatura de 37 + 2 °C.

Para confirmar previamente la estabilidad de la formulacidn seleccionada, se la sometié a
un envejecimiento acelerado a una temperatura de 37 + 2 °C.

Se prepararon composiciones farmacéuticas en el rango de concentracion de proteinas (de
25 a 50 mg/ml), pH (de 5,1 a 6,1), concentracion de dihidrato de trehalosa (de 70 a 90 mg/ml),
concentracion de glicina (de 1,0 a 2,0 mg/ml) y concentracién de poloxamer 188 (de 0,8 a 1,2
mg/ml) por el método 1y se almacenaron para la prueba de estabilidad a una temperatura de 37 +
2 °C.

Las formulaciones del ensayo se muestran en la Tabla 30.

Tabla 30 - Formulaciones del ensayo

Pembrolizumab 25,0 mg/ml
L-histidina 0,087 mg/ml
Pembro 25 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,931 mg/ml
mg/ml formull | Trehalosa d/h 90 mg/ml
Glicina 1,0 mg/ml
Poloxamer 188 0,8 mg/ml
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Pembrolizumab 25,0 mg/ml
L-histidina 0,087 mg/mi
Pembro 25 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,931 mg/mi
mg/ml formul2 | Trehalosa d/h 90 mg/ml
Glicina 2,0 mg/ml
Poloxamer 188 1,2 mg/mi
Pembrolizumab 25,0 mg/ml
L-histidina 0,087 mg/mi
Pembro 25 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,931 mg/mi
mg/ml formul3 | Trehalosa d/h 70 mg/ml
Glicina 2,0 mg/mi
Poloxamer 188 0,8 mg/ml
Pembrolizumab 25,0 mg/ml
L-histidina 0,087 mg/ml
Pembro 25 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,931 mg/mi
mg/ml formul4 | Trehalosa d/h 70 mg/ml
Glicina 1,0 mg/mi
Poloxamer 188 1,2 mg/mi
Pembrolizumab 50,0 mg/mi
L-histidina 0,087 mg/ml
Pembro 50 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,931 mg/ml
mg/ml formul5 | Trehalosa d/h 90 mg/ml
Glicina 2,0 mg/mi
Poloxamer 188 0,8 mg/ml
Pembrolizumab 50,0 mg/ml
L-histidina 0,087 mg/ml
Pembro 50 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,931 mg/mi
mg/ml formul6 | Trehalosa d/h 70 mg/ml
Glicina 1,0 mg/mi
Poloxamer 188 0,8 mg/ml
Pembrolizumab 50,0 mg/ml
Pembro 50 L-histidina 0,087 mg/ml
mg/ml formul7 | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,931 mg/mi
Trehalosa d/h 90 mg/ml
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Glicina 1,0 mg/mi
Poloxamer 188 1,2 mg/mi
Pembrolizumab 50,0 mg/mi
L-histidina 0,087 mg/ml
Pembro 50 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,931 mg/mi
mg/ml formul8 | Trehalosa d/h 70 mg/ml
Glicina 2,0 mg/mi
Poloxamer 188 1,2 mg/ml
Pembrolizumab 37,5 mg/ml
L-histidina 0,221 mg/ml
Pembro 37,5 | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
mg/ml formul9 | Trehalosa d/h 80,0 mg/ml
Glicina 1,5 mg/mi
Poloxamer 188 1,0 mg/mi
Pembrolizumab 37,5 mg/mi
L-histidina 0,221 mg/ml
Pembro 37,5 | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/mi
mg/ml formul10 | Trehalosa d/h 80,0 mg/ml
Glicina 1,5 mg/mi
Poloxamer 188 1,0 mg/ml
Pembrolizumab 25,0 mg/ml
L-histidina 0,432 mg/ml
Pembro 25 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,464 mg/ml
mg/ml formulll | Trehalosa d/h 70,0 mg/ml
Glicina 1,0 mg/mi
Poloxamer 188 0,8 mg/ml
Pembrolizumab 25,0 mg/ml
L-histidina 0,432 mg/mi
Pembro 25 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,464 mg/ml
mg/ml formull12 | Trehalosa d/h 90,0 mg/ml
Glicina 2,0 mg/ml
Poloxamer 188 0,8 mg/ml
Pembro 25 Pembrolizumab 25,0 mg/ml
mg/ml formull3 | L-histidina 0,432 mg/ml
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Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,464 mg/mi
Trehalosa d/h 70,0 mg/ml
Glicina 2,0 mg/mi
Poloxamer 188 1,2 mg/ml
Pembrolizumab 25,0 mg/ml
L-histidina 0,432 mg/mi
Pembro 25 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,464 mg/mi
mg/ml formul14 | Trehalosa d/h 90,0 mg/ml
Glicina 1,0 mg/mi
Poloxamer 188 1,2 mg/mi
Pembrolizumab 50,0 mg/mi
L-histidina 0,432 mg/ml
Pembro 50 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,464 mg/ml
mg/ml formull5 | Trehalosa d/h 90,0 mg/ml
Glicina 1,0 mg/mi
Poloxamer 188 0,8 mg/ml
Pembrolizumab 50,0 mg/ml
L-histidina 0,432 mg/ml
Pembro 50 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,464 mg/mi
mg/ml formul16 | Trehalosa d/h 70,0 mg/ml
Glicina 1,0 mg/ml
Poloxamer 188 1,2 mg/mi
Pembrolizumab 50,0 mg/ml
L-histidina 0,432 mg/ml
Pembro 50 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,464 mg/ml
mg/ml formull7 | Trehalosa d/h 90,0 mg/ml
Glicina 2,0 mg/mi
Poloxamer 188 1,2 mg/ml
Pembrolizumab 50,0 mg/ml
L-histidina 0,432 mg/ml
Pembro 50 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,464 mg/ml
mg/ml formul18 | Trehalosa d/h 70,0 mg/ml
Glicina 2,0 mg/ml
Poloxamer 188 0,8 mg/ml
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Pembrolizumab 25,0 mg/ml
L-histidina 0,221 mg/mi
Pembro 25 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/mi

mg/ml formul19 | Trehalosa d/h 80,0 mg/ml
Glicina 1,5 mg/ml
Poloxamer 188 1,0 mg/mi
Pembrolizumab 50,0 mg/mi
L-histidina 0,221 mg/mi

Pembro 50 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/mi

mg/ml formul20 | Trehalosa d/h 80,0 mg/ml
Glicina 1,5 mg/mi
Poloxamer 188 1,0 mg/ml

Envejecimiento acelerado.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden proteinas a una concentracion de 25,
50 y 37,5 mg/ml se prepararon por diafiltracién segun la técnica 1 y se colocaron para su
almacenamiento acelerado a una temperatura de 37 + 2 °C seguln la técnica 8. Los resultados del
estudio se muestran en el cuadro 31.

Tabla 31 - Resultados del estudio de estabilidad a una temperatura de 37 £ 2 °C

Informacién de la . Control 2 4 Cam
Indicador S seman | seman .
muestra inicial bio
as as
1. Pembro 25 mg/ml Concentracion, mg/ml 24,30 nfa | 24,30 n/a
formull

pHS5,1 90Tre+ n/a

1Gly+0,8Koll pH 5,23 n/a 5,23
Osmolalidad, mOsm/kg 311 n/a 302 n/a

CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %.
CONTENIDO DE
MONOMERO (SE HPLC), %.
Fracciones acidas (IE HPLC),
%

Fracciones basicas (IE HPLC),
%

0,39 0,45 | 0,78 | 0,39

99,59 | 99,46 | 99,16 0,43

16,05 | 19,58 | 24,65 | 8,60

69,70 | 65,81 | 58,77 | 10,9

Fracciones alcalinas (IE
HPLC), %

Cambio absoluto en el perfil de
la variante cargada

Contenido de monomero, EC
cond. red.

14,25 14,61 | 16,58 | 2,33

n/a 7,78 | 21,86 | n/a

97,74 | 97,52 | 97,87 | 0,13
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cond. red.

Informacién de la . Control 2 4 Cam
Indicador o seman | seman .
muestra inicial bio
as as
Contenido de mondmero, EC -
cond. no red. 9,81 93,42 | 93,02 2,79
Actividad especifica 115 n/a 109 -6
2. Pembro 25 mg/ml Concentracion, mg/ml 24,80 nfa | 23,90 n/a
formul2
pH5,1 90Tre+ n/a
2Gly+1,2Koll pH 5,23 n/a 5,31
Osmolalidad, mOsm/kg 325 n/a 317 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %. | 038 | 0441 0,78 1040
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. | 2200 | 994719912 1 g
(I;:accmnes acidas (IE HPLC), 16,08 1059 | 24,85 | 8.77
(I;:accmnes bésicas (IE HPLC), 69.76 66.08 | 5924 | 10,5
2
Fracciones alcalinas (IE
HPLC), % 14,16 14,33 | 15,91 | 1,75
Camb_lo absoluto en el perfil de n/a 736 | 21.04 | n/a
la variante cargada
Contenido de mondmero, EC 97.63 9764 | 97.75 | 0,12
cond. red.
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 96,00 93,51 | 93,10 2,90
Actividad especifica 109 n/a 112 3
3. Pembro 25 mg/ml Concentracion, mg/ml 24,70 nfa | 24,60 n/a
formul3
pHS5,1 70Tre+ n/a
2Gly+0,8Koll pH 5,35 n/a 5,35
. 246,0
Osmolalidad, mOsm/kg 247 n/a 0 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %. 0,39 0.46 | 073 | 0,34
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. 9959 9946 | 99,20 0,39
(l;:accmnes acidas (IE HPLC), 16.13 1056 | 24,88 | 875
(l;:accmnes béasicas (IE HPLC), 7015 66.06 | 59.25 | 10,9
0
Fracciones alcalinas (IE
HPLC), % 13,73 14,38 | 15,87 | 2,14
Camb_lo absoluto en el perfil de n/a 818 | 21.80 | n/a
la variante cargada
Contenido de mondmero, EC 97.67 9778 | 978 | 013
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Informacion de la : Control 2 4 Cam
Indicador L seman | seman .
muestra inicial bio
as as
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 95,87 93,63 | 9282 3,05
Actividad especifica 100 n/a 104 4
4. Pembro 25 mg/ml Concentracion, mg/ml 25,10 nfa | 24,30 n/a
formul4
pHS5,1 70Tre+ n/a
1Gly+1,2Koll pH 5,23 n/a 5,19
Osmolalidad, mOsm/kg 226 n/a 233 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %. | 040 | 045 | 0.77 1037
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. | 2228 | 9949 199,14 1
(I;:accmnes acidas (IE HPLC), 16.26 1045 | 24,81 | 855
(I;:accmnes bésicas (IE HPLC), 70,08 66.38 | 59.39 | 10,6
9
Fracciones alcalinas (IE
HPLC), % 13,66 | 14,18 | 15,80 | 2,14
Camb.lo absoluto en el perfil de n/a 741 | 2137 | n/a
la variante cargada
Contenido de monomero, EC 97.57 9748 | 97.81 | 0,24
cond. red.
Contenido de monomero, EC 96.29 93.37 | 9313 -
cond. no red. 3,16
Actividad especifica 108 n/a 93 -15
5. Pembro 50 mg/ml Concentracion, mg/ml 49,90 nfa | 48,90 n/a
formul5
pHS5,1 90Tre+ n/a
2Gly+0.8Koll pH 5,30 n/a 5,22
Osmolalidad, mOsm/kg 329 n/a 347 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %, | %% | 054 | 094 1051
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. 9955 | 99,40 | 98,95 0,60
(I;(l)raccmnes acidas (IE HPLC), 16.20 1976 | 2511 | 8,01
(I;gaccmnes bésicas (IE HPLC), 7017 66.25 | 59.24 | 10,9
3
Fracciones alcalinas (IE
HPLC). % 13,63 | 13,99 | 15,64 | 2,01
Camb_lo absoluto en el perfil de n/a 783 | 2184 | n/a
la variante cargada
Contenido de monémero, EC -
cond. red. 97,64 | 97,53 | 97,54 0.10
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 96,27 93,72 | 93,13 3,14
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Informacion de la : Control 2 4 Cam
Indicador L seman | seman .
muestra inicial bio
as as
Actividad especifica 116 n/a 104 | -12
6. Pembro 50 mg/mi Concentracion, mg/ml 49,90 nfa | 48,60 n/a
formul6
pHS5,1 70Tre+ n/a
1Gly+0,8Koll pH 5,29 n/a 5,35
Osmolalidad, mOsm/kg 246 n/a 237 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %. 0,44 0,64 109 0,52
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. | 223 | 993119896 15,
(I;:accmnes acidas (IE HPLC), 16.16 1057 | 24,78 | 8.62
(I;:accmnes bésicas (IE HPLC), 69,51 66.07 | 58.96 | 10,5
5
Fracciones alcalinas (IE
HPLC), % 14,32 | 14,36 | 16,26 | 1,94
Camb.lo absoluto en el perfil de n/a 6.89 | 21.11 | n/a
la variante cargada
Contenido de monomero, EC 97.47 9751 | 97.79 | 0,32
cond. red.
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 96,36 93,59 | 92,94 3,42
Actividad especifica 91 n/a 121 30
7. Pembro 50 mg/ml Concentracion, mg/ml 48,70 nfa | 48,20 n/a
formul7
pHS5,1 90Tre+ n/a
1Gly+1.2Koll pH 5,29 n/a 5,26
Osmolalidad, mOsm/kg 304 n/a 309 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %, | %% | 059 | 1,03 1061
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. 9956 | 99,36 | 98,88 0,68
(I):/(l)raccmnes acidas (IE HPLC), 16,24 1074 | 2516 | 8.92
(I;(l)raccmnes béasicas (IE HPLC), 69.95 66.92 | 58,90 | 11.0
5
Fracciones alcalinas (IE
HPLC). % 13,82 | 13,34 | 15,95 | 2,13
Camb_lo absoluto en el perfil de n/a 701 | 2210 | na
la variante cargada
Contenido de monomero, EC 97.48 97.41 | 9753 | 0,05
cond. red.
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 96,32 93,76 | 92,86 3,46
Actividad especifica 91 n/a 92 1
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Informacion de la : Control 2 4 Cam
Indicador L seman | seman .
muestra inicial bio
as as
8. Pembro 50 mg/ml Concentracion, mg/ml 49,60 nla | 47,40 n/a
formul8
pH5,1 70Tre+ n/a
2Gly+1,2Koll pH 5,29 n/a 5,43
Osmolalidad, mOsm/kg 261 n/a 253 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %, | % | 063 | 1,03 106l
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. | 2223 | 9930 | 9889 | 4,
(I;:accmnes acidas (IE HPLC), 16.44 1073 | 2546 | 9,02
(I;gacuones béasicas (IE HPLC), 7067 66.47 | 5957 | 11.1
0
Fracciones alcalinas (IE
HPLC). % 12,89 | 13,80 | 14,98 | 2,09
Camb_lo absoluto en el perfil de n/a 840 | 2221 | na
la variante cargada
Contenido de monémero, EC 97.41 97.42 | 97.49 | 008
cond. red.
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 96,35 9382 | 9285 3,50
Actividad especifica 111 n/a 90 -21
9. Pembro 37,5 mg/ml Concentracion, mg/ml 38,80 nfa | 38,10 n/a
formul9
pHS5,6 80Tre+ n/a
1.5Gly+1,0Koll pH 5,63 n/a 5,60
Osmolalidad, mOsm/kg 285 n/a 276 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %. 0,45 0,56 | 097 | 0,52
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. 9953 | 99,38 | 98,95 0,58
(l;raccmnes acidas (IE HPLC), 16,50 20,05 | 26,68 10,1
0 8
(I):/(l)raccmnes béasicas (IE HPLC), 6974 | 6634 | 5932 | 10,4
2
Fracciones alcalinas (IE
HPLC). % 13,76 | 13,61 | 14,01 | 0,25
Camb_lo absoluto en el perfil de n/a 710 | 2084 | n/a
la variante cargada
Contenido de monémero, EC -
cond. red. 97,70 | 97,39 | 97,65 0,05
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 96,25 9388 | 92,85 3,40
Actividad especifica 100 n/a 86 -14
10. Pembro 37,5 mg/m| Concentracion, mg/ml 38,00 nfa | 37,10 n/a
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Informacion de la : Control 2 4 Cam
Indicador L seman | seman .
muestra inicial bio
as as
pH5.6 80Tre+ n/a
1.5Gly+1,0Koll pH 5,67 n/a 5,59
Osmolalidad, mOsm/kg 288 n/a 276 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %, | % | 061 ] 0,96 1051
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. 99,53 | 99,34 ) 98,98 0,55
Fracciones acidas (IE HPLC), 16,38 2017 | 26,58 10,2
% 0
(I;gaccmnes basicas (IE HPLC), 70.35 67.01 | 58,80 | 11,5
5
Fracciones alcalinas (IE
HPLC). % 13,27 | 12,82 | 14,62 | 1,35
Camb.lo absoluto en el perfil de n/a 759 | 2311 | na
la variante cargada
Contenido de monémero, EC -
cond. red. 97,62 | 97,58 | 97,61 0,01
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 96,38 93,69 | 93,36 3,02
Actividad especifica 114 n/a 83 -31
11. Pembro 25 mg/ml Concentracion, mg/ml 25,50 nfa | 25,20 n/a
formulll
pH6,1 70Tre+ n/a
1Gly~+0,8Koll pH 6,05 n/a 5,99
Osmolalidad, mOsm/kg 239 n/a 241 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %. | 49 | 060 | 1,00 1051
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. 9948 | 99,33 | 98,93 0,55
Fracciones acidas (IE HPLC), 16.30 21.95 | 2893 12,6
% 3
(I):/(l)raccmnes béasicas (IE HPLC), 68,83 66.24 | 56,92 | 11.9
1
Fracciones alcalinas (IE -
HPLC), % 14,88 11,81 | 14,16 0,72
Camb_lo absoluto en el perfil de n/a 1131 | 2526 | n/a
la variante cargada
Contenido de monémero, EC -
cond. red. 97,62 94 | 97,52 0,10
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 96,26 93,58 | 92,78 3,48
Actividad especifica 108 n/a 95 -13
12. Pembro 25 mg/ml Concentracion, mg/ml 27,00 nla | 26,10 n/a
formul12
pH6,1 90Tre+ pH 6,04 n/a 6,03 n/a
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Informacion de la : Control 2 4 Cam
Indicador L seman | seman .
muestra inicial bio
as as
Osmolalidad, mOsm/kg 324 n/a 313 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %. | 47 | 0.61 | 0,99 1052
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. | °%°0 | 9935 9893 | 457
(I;:accmnes acidas (IE HPLC), 16.45 2200 | 29,67 13;,2
(I;:accmnes bésicas (IE HPLC), 60.37 65.53 | 56,93 | 12,4
4
Fracciones alcalinas (IE -
HPLC), % 14,18 12,47 | 13,40 0,78
Camb.lo absoluto en el perfil de n/a 1110 | 2643 | n/a
la variante cargada
Contenido de monémero, EC -
cond. red. 97,42 | 97,19 | 97,32 0,10
Contenido de monomero, EC 96.30 9353 | 92,51 -
cond. no red. 3,79
Actividad especifica 141 n/a 91 -50
13. Pembro 25 mg/ml Concentracion, mg/ml 26,80 nfa | 26,20 n/a
formul13
pH6,1 70Tre+ n/a
2Gly+1,2Koll pH 6,05 n/a 6,02
Osmolalidad, mOsm/kg 252 n/a 240 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %. | 48 | 059 | 1,01 1053
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. 9951 | 99,37 | 98,92 0,59
Fracciones acidas (IE HPLC), 16.70 2171 | 2945 12,7
% 5
(I):/(l)raccmnes basicas (IE HPLC), 6976 6574 | 5752 | 12.2
4
Fracciones alcalinas (IE -
HPLC), % 13,54 | 12,55 | 13,04 0,50
ICamb_lo absoluto en el perfil de n/a 1003 | 2550 | n/a
a variante cargada
Contenido de monémero, EC -
cond. red. 97,55 AL | 91,3 0,25
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 96,37 9361 | 92,78 3,59
Actividad especifica 93 n/a 125 32
14. Pembro 25 mg/ml Concentracion, mg/ml 27,00 nla | 26,10 n/a
formull4
pH6,1 90Tre+ n/a
1Gly+1,2Koll pH 6,02 n/a 6,06
Osmolalidad, mOsm/kg 304 n/a 288 n/a
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AGREGADOS (SE HPLC), %.

Informacion de la : Control 2 4 Cam
Indicador L seman | seman .
muestra inicial bio
as as
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %, | 048 | 062 | 103 10,55
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. 99,50 | 99,32 1 98,90 0,60
Fracciones acidas (IE HPLC), 16,54 21.77 | 2919 12,6
% 5
(I;:accmnes basicas (IE HPLC), 69,68 65.89 | 57.49 | 12.1
9
Fracciones alcalinas (IE -
HPLC). % 13,78 | 12,34 | 13,33 0,45
Camb_lo absoluto en el perfil de n/a 1045 | 2530 | n/a
la variante cargada
Contenido de monémero, EC -
cond. red. .11 97,08 | 97,54 0,17
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 96,10 9382 1 92,70 3,40
Actividad especifica 108 n/a 117 9
15. Pembro 50 mg/ml Concentracion, mg/ml 50,80 nfa | 52,20 n/a
formull5
pH6,1 90Tre+ n/a
1Gly+0.8Koll pH 6,09 n/a 6,22
Osmolalidad, mOsm/kg 325 n/a 319 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %. | %9 | 0.79 | 1,38 1079
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. | 2239 | 991619855 |5,
(l;:accmnes acidas (IE HPLC), 1654 | 21.86 | 2976 13;,2
(l;:accmnes bésicas (IE HPLC), 7034 | 66,38 | 57.18 | 13.1
6
Fracciones alcalinas (IE -
HPLC), % 13,12 | 11,76 | 13,06 0.06
Camb_lo absoluto en el perfil de n/a 1064 | 26.43 | n/a
la variante cargada
Contenido de monémero, EC -
cond. red. 97,62 | 97,36 | 97,33 0.29
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 96,33 96,50 | 92,83 3,50
Actividad especifica 96 n/a 106 10
16. Pembro 50 mg/ml Concentracion, mg/ml 53,80 n/fa | 51,40 n/a
formull16
pH6,1 70Tre+ n/a
1Gly+1,2Koll pH 6,07 n/a 6,05
Osmolalidad, mOsm/kg 252 n/a 234 n/a
CONTENIDO DE 0,54 081 | 1,28 | 0,74
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Informacion de la : Control Cam
Indicador L seman | seman .
muestra inicial bio
as as
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. | 943 | 9915 1 98,65 | 444
(I;:accmnes acidas (IE HPLC), 16.33 2208 | 29.45 13;,1
(I;:accmnes basicas (IE HPLC), 69.70 66.38 | 57,25 | 12.4
5
Fracciones alcalinas (IE -
HPLC). % 13,97 | 11,55 | 13,30 0.67
Camb_lo absoluto en el perfil de n/a 1150 | 26,25 | n/a
la variante cargada
Contenido de monémero, EC -
cond. red. 97,57 | 97,39 | 97,52 0,05
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 9,15 96,30 | 92,92 2,23
Actividad especifica 116 n/a 103 -13
17. Pembro 50 mg/m| Concentracion, mg/ml 52,90 nfa | 52,50 n/a
formull7
pH6,1 90Tre+ n/a
2Gly+1,2Koll pH 6,10 n/a 6,08
Osmolalidad, mOsm/kg 336 n/a 326 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %. 0,58 075 1 135 1 0,77
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. | 2234 | 9920 | 98,58 | 46
(l;:accmnes acidas (IE HPLC), 1654 | 2218 | 2986 13;,3
(l;:accmnes béasicas (IE HPLC), 70.27 65.86 | 56.95 | 13.3
2
Fracciones alcalinas (IE
HPLC), % 13,19 | 11,97 | 13,19 | 0,00
Camb_lo absoluto en el perfil de n/a 1127 | 26.64 | na
la variante cargada
Contenido de monémero, EC -
cond. red. 97,66 | 97,33 | 97,33 0.33
Contenido de monémero, EC -
cond. no red. 9,17 96,31 | 93,02 3,15
Actividad especifica 91 n/a 106 15
1,8' Pembro 50 mg/ml Concentracion, mg/ml 52,10 nfa | 51,20 n/a
férmula 18
pH6,1 70Tre+ n/a
2Gly+0,8Koll pH 6,10 n/a 6,07
Osmolalidad, mOsm/kg 269 n/a 247 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %. | %% | 079 | 152 1099
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. 99,45 | 99,15 1 9841 | 4 o,
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%

Informacion de la : Control Cam
Indicador L seman | seman .
muestra inicial bio
as as
(I;:accmnes acidas (IE HPLC), 16,59 2211 | 30,11 13;,5
(I;:accmnes basicas (IE HPLC), 70.19 65.63 | 56,76 | 134
3
Fracciones alcalinas (IE -
HPLC). % 13,22 12,26 | 13,13 0,09
Camb_lo absoluto en el perfil de n/a 1104 | 27.04 | n/a
la variante cargada
Contenido de monémero, EC -
cond. red. 97,65 | 97,51 | 97,40 0,25
Contenido de monémero, EC 94.04 96.32 | 93,03 -
cond. no red. 1,01
Actividad especifica 103 n/a 97 -6
%c?r.rrfSITgm 25 mg/m| Concentracion, mg/ml 26,00 nfa | 25,40 n/a
pH5,6 80Tre+ n/a
1,5Gly+1,0Koll IC pH 559 | nfa | 555
Osmolalidad, mOsm/kg 281 n/a 260 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %. 0,43 0,53 | 089 1046
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. 9955 | 99,43 | 99,01 0,54
Fracciones acidas (IE HPLC), 16.08 1088 | 2616 10,0
% 8
(l;:accmnes bésicas (IE HPLC), 7071 66.90 | 5873 | 11.9
8
Fracciones alcalinas (IE
HPLC), % 13,21 13,22 | 15,11 | 1,90
ICamb_lo absoluto en el perfil de n/a 762 | 23.96 | nia
a variante cargada
Contenido de monomero, EC 97.67 97.04 | 97.76 | 0,00
cond. red.
Contenido de monomero, EC 93.98 96,50 | 93.22 -
cond. no red. 0,76
Actividad especifica 100 n/a 104 4
?gr'n?lflrg (E)iréonSZOOmg/ml Concentracion, mg/ml 51,70 n/a 51,30 n/a
pHS5,6 80Tre+ n/a
1,5Gly+1,0Koll pH 565 | nfa | 561
Osmolalidad, mOsm/kg 287 n/a 282 n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE HPLC), %, | %0 | 064 | 1,08 1058
CONTENIDO DE -
MONOMERO (SE HPLC), %. 9948 | 99,32 | 98,82 0,66
Fracciones acidas (IE HPLC), 16,57 2004 | 26.43 | 9,86
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Control 2 4 Cam
seman | seman bio

as as

Informacién de la .
Indicador T
muestra inicial

Fracciones basicas (IE HPLC),

o 70,47 66,97 | 59,07 | 11,4
0

0
12,97 13,00 | 14,51 | 1,54

Fracciones alcalinas (IE
HPLC), %

Cambio absoluto en el perfil de
la variante cargada

Contenido de monémero, EC

n/a 7,00 | 22,80 | n/a

97,71 97,07 | 97,55 0,16

cond. red.

Contenido de mondmero, EC -
cond. no red. 94,18 96,36 | 93,60 0,58
Actividad especifica 97 nfa | 92,00 | -5

Todas las formulaciones de prueba mostraron un cambio aceptable en los pardmetros de
calidad (pureza determinada por SE HPLC, EC en condiciones reductoras y no reductoras, perfil
de variantes cargadas y actividad especifica), lo que fue confirmado por Design Space utilizando
el software MODDE. Segun los resultados del espacio experimental que reflejan el efecto de los
factores (pH de la solucién tampdn y contenido de los componentes del excipiente) sobre las
respuestas (parametros de calidad), la composicién farmacéutica es estable en el rango de
concentraciones, pH y excipientes proporcionado bajo envejecimiento acelerado a 37 + 2 °C
durante 4 semanas.

Ejemplo 7. Determinacion de la estabilidad bajo envejecimiento acelerado a largo plazo.

Para confirmar la estabilidad de la formulacion seleccionada, se la sometié a un
envejecimiento acelerado a una temperatura de 25 + 2 °C.

Se prepararon composiciones farmacéuticas en el rango de concentracion de proteinas (de
25 a 50 mg/ml), pH (de 5,1 a 6,1), concentracion de dihidrato de trehalosa (de 70 a 90 mg/ml),
concentracion de glicina (de 1,0 a 2,0 mg/ml) y concentracion de poloxamer 188 (de 0,8 a 1,2
mg/ml) por el método 1y se almacenaron para la prueba de estabilidad a una temperatura de 25 +
2 °C. Ademas, se seleccionaron, entre todas las composiciones, los casos mas criticos, con el
menor y el mayor contenido de excipientes y el maximo contenido de proteinas, asi como las
formulaciones cuyo contenido de excipientes se encontraba en el punto central del rango en
cuestion.

Las formulaciones del ensayo se muestran en la Tabla 32.

Tabla 32 - Formulaciones del ensayo

Designacion Formulacion

69


file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/Microsoft/Windows/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/Microsoft/Windows/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/:x:/r/sites/stability_spb/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/Microsoft/Windows/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/Microsoft/Windows/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/:x:/r/sites/stability_spb/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/Microsoft/Windows/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/Microsoft/Windows/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/:x:/r/sites/stability_spb/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/:w:/r/sites/stability_spb/Shared%20Documents/BCD-201%20anti%20PD1%20ÐŸÐµÐ¼Ð±Ñ�Ð¾Ð
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/:w:/r/sites/stability_spb/Shared%20Documents/BCD-201%20anti%20PD1%20ÐŸÐµÐ¼Ð±Ñ�Ð¾Ð
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/:w:/r/sites/stability_spb/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/Microsoft/Windows/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/Microsoft/Windows/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/:w:/r/sites/stability_spb/_layouts/15/Doc.aspx
file:///C:/Users/tsukur/AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Forms/AllItems.aspx

Pembrolizumab 50,0 mg/ml
L-histidina 0,087 mg/ml
Pembro 50 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,931 mg/mi
mg/ml formul6 | Trehalosa d/h 70 mg/ml
Glicina 1,0 mg/mi
Poloxamer 188 0,8 mg/ml
Pembrolizumab 37,5 mg/mi
L-histidina 0,221 mg/ml
Pembro 37,5 | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
mg/ml formul9 | Trehalosa d/h 80,0 mg/ml
Glicina 1,5 mg/mi
Poloxamer 188 1,0 mg/ml
Pembrolizumab 37,5 mg/ml
L-histidina 0,221 mg/ml
Pembro 37,5 | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
mg/ml formul10 | Trehalosa d/h 80,0 mg/ml
Glicina 1,5 mg/mi
Poloxamer 188 1,0 mg/mi
Pembrolizumab 50,0 mg/mi
L-histidina 0,432 mg/mi
Pembro 50 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,464 mg/ml
mg/ml formull7 | Trehalosa d/h 90,0 mg/ml
Glicina 2,0 mg/mi
Poloxamer 188 1,2 mg/ml
Pembrolizumab 25,0 mg/ml
L-histidina 0,221 mg/mi
Pembro 25 Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/mi
mg/ml formul19 | Trehalosa d/h 80,0 mg/ml
Glicina 1,5 mg/ml
Poloxamer 188 1,0 mg/ml
Pembrolizumab 50,0 mg/ml
Pembro 50 L-histidina 0,221 mg/mi
mg/ml formul20 | Clorhidrato de L-histidina monohidratado 0,750 mg/ml
Trehalosa d/h 80,0 mg/ml
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Glicina 1,5 mg/mi
Poloxamer 188 1,0 mg/mi

Envejecimiento acelerado.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden proteinas a una concentracion de 25,
50 y 37,5 mg/ml se prepararon por diafiltracion segin la técnica 1 y se colocaron para su
almacenamiento acelerado a una temperatura de 25 * 2 °C segun la técnica 8. Los resultados del
estudio se muestran en la tabla 33 y en las figuras 1, 2, 3, 4,5y 6.

Tabla 33 - Resultados del estudio de estabilidad

Informacién de la . Control
Indicador . 1 mes | 3 meses | 4 meses | 6 meses

muestra inicial
6. Pembro 50

mg/ml formul6

Concentracion, mg/ml | 49,90 n/a 49,59 49,53 50,00

pH 5,29 n/a 5,38 n/a n/a
pH5,1 70Tre+ Osmolalidad,
1GIy+0,8Koll mOsm/kg 246 n/a 261 n/a n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE 0,44 0,592 0,60 0,592 0,59
HPLC), %.
CONTENIDO DE
MONOMERO (SE 99,53 | 99,36 | 99,36 | 99,36 99,33
HPLC), %.
Fracciones acidas (IE
HPLC), % 16,16 | 17,28 | 21,17 22,69 26,63
Fracciones basicas (IE
HPLC), % 69,51 | 66,89 | 63,35 63,87 59,40

Fracciones alcalinas

(IE HPLC), % 14,32 15,83 15,48 13,44 13,97

Cambio absoluto en el
perfil de la variante n/a 5,24 12,32 13,06 20,93
cargada

Contenido de
mondmero, EC cond. 97,47 97,76 97,47 97,58 96,95
red.

Contenido de
mondmero, EC cond. 96,36 93,52 96,95 96,041 96,48
no red.

Actividad especifica 91 n/a 96 n/a 110

9. Pembro 37,5

Concentracion, mg/ml | 38,80 n/a 38,69 38,24 38,50
mg/ml formul9

pH 5,63 n/a 5,74 n/a n/a
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(IE HPLC), %

Informacion de la Indicador C_:o_nt_rol 1 mes | 3 meses | 4 meses | 6 meses
muestra inicial
pHS5,6 80Tre+ Osmolalidad,
1.5Gly+1,0Koll mOsm/kg 285 n/a 287,00 n/a n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE 0,45 0,59 0,61 0,59 0,60
HPLC), %.
CONTENIDO DE
MONOMERO (SE 99,53 99,34 99,34 99,34 99,32
HPLC), %.
Fracciones acidas (IE
HPLC), % 16,50 17,24 22,21 22,77 28,21
Fracciones basicas (IE
HPLC), % 69,74 67,36 63,91 63,11 59,62
Fracciones alcalinas
(IE HPLC), % 13,76 15,40 13,88 14,12 12,17
Cambio absoluto en el
perfil de la variante n/a 4,76 11,67 13,26 23,42
cargada
Contenido de
monodmero, EC cond. 97,70 97,83 97,45 97,62 96,87
red.
Contenido de
mondmero, EC cond. 96,25 93,40 96,86 97,41 96,42
no red.
Actividad especifica 100 n/a 92 n/a 114
10. Pembro 37,5 Concentracién, mg/ml | 38,00 n/a 35,37 38,05 38,00
mg/ml formul10
pH 5,67 n/a 5,68 n/a n/a
pHS5,6 80Tre+ Osmolalidad,
1.5Gly+1,0Koll mOsm/kg 288 n/a 280,00 n/a n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE 0,45 0,625 0,61 0,625 0,61
i HPLC), %.
CONTENIDO DE
MONOMERO (SE 09,53 09,15 09,35 99,15 99,32
HPLC), %.
Fracciones acidas (IE
HPLC), % 16,38 17,54 22,17 23,76 28,19
Fracciones basicas (IE
HPLC), % 70,35 67,36 64,24 64,12 59,51
Fracciones alcalinas |15 2 | 1590 | 1350 | 1212 | 12.30
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Informacion de la Indicador C_:o_nt_rol 1 mes | 3 meses | 4 meses | 6 meses
muestra inicial

Cambio absoluto en el

perfil de la variante n/a 5,99 12,23 14,77 23,62

cargada

Contenido de

monomero, EC cond. 97,62 | 97,82 97,43 97,57 97,08

red.

Contenido de

mondmero, EC cond. 96,38 93,64 96,92 97,85 96,18

no red.

Actividad especifica 114 n/a 87 n/a 93
17. Pembro 50 Concentracion, mg/ml | 52,90 n/a 52,36 52,69 52,00
mg/ml formull7

pH 6,10 n/a 6,16 n/a n/a
pH6,1 90Tre+ Osmolalidad,
2Gly+1,2Koll mOsm/kg 336 n/a 337,00 n/a n/a

CONTENIDO DE

AGREGADOS (SE 0,58 0,76 0,86 0,76 0,90

HPLC), %.

CONTENIDO DE

MONOMERO (SE 99,34 99,18 | 99,10 99,18 99,03

HPLC), %.

Fracciones acidas (IE

HPLC), % 16,54 18,22 | 24,92 27,67 32,81

Fracciones basicas (IE

HPLC), % 70,27 65,97 | 62,69 61,04 57,28

Fracciones alcalinas

(IE HPLC), % 13,19 15,81 12,39 11,30 9,91

Cambio absoluto en el

perfil de la variante n/a 8,61 16,76 22,25 32,55

cargada

Contenido de

monomero, EC cond. 97,66 | 97,79 97,20 97,47 96,78

red.

Contenido de

mondmero, EC cond. 96,17 93,29 96,72 96,17 95,84

no red.

Actividad especifica 91 n/a 110 n/a 82
19. Pembro 25 Concentracion, mg/ml | 26,00 n/a 26,00 25,76 25,65
mg/ml formul19

pH 5,59 n/a 5,60 n/a n/a
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HPLC), %

Informacion de la Indicador C_:o_nt_rol 1 mes | 3 meses | 4 meses | 6 meses
muestra inicial
H5,6 80Tre+ .
1p,5G|y+1,0|<o|| Osmolalidad, 281 | nfa | 290,00 | nia n/a
IC mOsm/kg
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE 0,43 0,53 0,53 0,53 0,50
HPLC), %.
CONTENIDO DE
MONOMERO (SE 99,55 99,41 | 99,44 99,41 99,42
HPLC), %.
Fracciones acidas (IE
HPLC), % 16,08 17,30 | 22,15 23,85 28,08
Fracciones basicas (IE
HPLC), % 70,71 67,01 | 64,15 64,31 59,79
Fracciones alcalinas
(IE HPLC), % 13,21 15,69 | 13,70 11,85 12,13
Cambio absoluto en el
perfil de la variante n/a 7,40 13,13 15,53 24,00
cargada
Contenido de
mondmero, EC cond. 97,67 | 97,62 97,36 97,31 96,98
red.
Contenido de
mondmero, EC cond. 93,98 93,28 96,86 96,56 96,25
no red.
Actividad especifica 100 n/a 125 n/a 117
20. Pembro 50
mg/ml Concentracion, mg/ml | 51,70 n/a 52,59 51,8 52,20
formulacion 20
pH 5,65 n/a 5,65 n/a n/a
H5,6 80Tre+ Osmolalidad,
11)15 Gly+1,0Koll mOsm/kg 287 n/a 304,00 n/a n/a
CONTENIDO DE
AGREGADOS (SE 0,50 0,692 0,69 0,692 0,71
HPLC), %.
CONTENIDO DE
MONOMERO (SE 99,48 99,25 | 99,26 99,25 99,22
HPLC), %.
Fracciones acidas (IE
HPLC), % 16,57 17,32 | 22,11 24,24 28,31
Fracciones basicas (IE | 70 17 | 6758 | 6430 | 6390 | 5997
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Informacion de la Indicador C_:o_nt_rol 1 mes | 3 meses | 4 meses | 6 meses
muestra inicial
Fracciones alcalinas
(IEHPLC), %
Cambio absoluto en el
perfil de la variante n/a 5,77 12,33 15,35 23,49
cargada
Contenido de
mondmero, EC cond. 97,71 | 97,63 97,39 97,34 96,92
red.
Contenido de
mondmero, EC cond. 94,18 92,83 96,78 96,03 96,19
no red.
Actividad especifica 97 n/a 109 n/a 99

Todas las composiciones farmacéuticas demostraron un nivel aceptable de cambios durante

12,97 15,10 | 13,59 11,86 11,72

el almacenamiento acelerado.

Una composicion farmacéutica que contenia una solucion tampon de histidina en el rango
de pH de 5,1 a 6,1, trehalosa dihidratada de 70 a 90 mg/ml, L-glicina de 1,0 a 2,0 mg/ml y
poloxamer 188 de 0,8 a 1,2 mg/ml demostrd un nivel aceptable de agregacion (el aumento de
agregados durante 6 meses a 25 + 2 °C no fue superior al 0,32%), asi como un pequefio cambio en
el perfil &cido-base (cambio en el contenido de la fraccion basica de no mas del 13,0%) y un ligero
cambio en la actividad especifica bajo envejecimiento acelerado tanto a una concentracién del
anticuerpo monoclonal Pembrolizumab de 25 mg/ml como a una concentracion mayor de hasta 50
mg/ml.

La adicidn de trehalosa dihidratada contribuy6 a aumentar la temperatura de agregacion y
el punto de fusion del pembrolizumab. También observamos el menor cambio en los parametros
de calidad bajo estrés térmico, ligeros cambios en los parametros de calidad tras la agitacion y la
congelaciéon. Ademas, la glicina tiene un efecto positivo sobre la temperatura de agregacion y el
punto de fusion, asi como sobre el parametro de interaccion de difusion. Se observé el efecto
positivo de la glicina en los parametros de calidad de las proteinas bajo hidrdlisis &cida y béasica.
La adicion de poloxamer 188 a la formulacion contribuye a la estabilizacion de la proteina de
prueba bajo agitacion y congelacion.

Segun los resultados de las pruebas de estabilidad bajo estrés, la formulacion desarrollada
de excipientes de Pembrolizumab mostro ventajas significativas sobre la formulacion de Keytruda
bajo estrés térmico, hidrdlisis acida y basica; también, observamos una tendencia
significativamente menor a la oxidacién bajo fotoestrés, que tiene un efecto significativo en la

estructura y la actividad especifica de la proteina, y una mayor tendencia a la agregacion.
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Proporcionamos ejemplos de estudios que utilizan composiciones farmacéuticas acuosas
de pembrolizumab. La composicion farmacéutica acuosa utilizada para el estudio posterior se
describe en la Tabla 34.

Tabla 34 - Composicion farmacéutica acuosa de pembrolizumab.

Componente En 1,0 ml En vial
Pembrolizumab 25 mg 100 mg
L-histidina 0,221 mg 0,884 mg
Clorhidrato de L-histidina 0,750 mg 3,0mg
monohidratado

Trehalosa dihidratada 80 mg 320 mg
Glicina 1,5mg 6,0 mg
Poloxamer 188 1,0 mg 4,0 mg
Agua para inyeccion alml adml

Los experimentos revelaron que la formulacion del producto Keytruda presenta varios
inconvenientes, a saber 1) insuficiente estabilidad coloidal del anticuerpo, 2) insuficiente
estabilidad bajo estrés térmico, 3) baja estabilidad del perfil de la variante cargada bajo estrés
mecénico y congelacion.

En el marco de la presente invencién, se han producido composiciones farmacéuticas que
tienen suficiente estabilidad coloidal y térmica, asi como una alta estabilidad del perfil de variantes
cargadas bajo tension mecanica y congelacion. Ademas, las composiciones farmacéuticas que
contienen trehalosa y poloxamer 188 en sus formulaciones (por ejemplo, la formulacién indicada
en la Tabla 34) se caracterizan ademas por una baja tendencia a formar impurezas de alto peso
molecular bajo almacenamiento a largo plazo, asi como una baja tendencia a la oxidacion, pérdida
de actividad especifica y aumento de impurezas bajo fotoestrés y almacenamiento a largo plazo.

Los datos resultantes relacionados con la estabilidad de las composiciones farmacéuticas
indican la compatibilidad de los excipientes entre si y con el principio activo.

76



