COMPOSICION DEL PEPTIDO GLP-1Y SU USO

Area técnica
La presente invencion se refiere al campo de los biofarmacos y a una composicion farmacéutica estable que contiene

un péptido GLP-1.

Antecedentes de la técnica

El péptidosimilar al glucagén-1 (GLP-1) y sus analogos y derivados son muy eficaces en el tratamiento de la diabetes
tipo 1 y tipo 2. Sin embargo, los péptidos GLP-1 tienden a presentar poca estabilidad en soluciones liquidas, como
inestabilidad quimica. Por lo tanto, hay una necesidad de optimizar los sistemas de formulacién para proporcionar

una composicion farmacéutica liquida de un péptido GLP-1 con buena estabilidad.

Resumen

La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica liquida de un péptido GLP-1 que tiene una
estabilidad quimica superior. En algunas realizaciones, la presente invencion se refiere a un kit que comprende la
composicion farmacéutica tal como se define en el presente documento. En algunas realizaciones, la presente
invencion se refiere a la composicion farmacéutica definida en el presente documento para uso médico.

En algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona una formulacion de péptido GLP-1 que es estable
durante el almacenamiento y la administracion. Una formulacion estable es aquella en la que el péptido GLP-1
conserva sustancialmente su estabilidad fisica y quimica durante el almacenamiento, produce menos impurezas y
genera menos proteinas de alto peso molecular en las condiciones de almacenamiento deseadas, y cumple con los
requisitos de almacenamiento y administraciéon de las formulaciones inyectables. Los principales factores que
determinan la vida ttil son, por lo general, la formacion de subproductos y productos de degradacion. Las
formulaciones de la presente invencion alcanzan estos niveles deseados de estabilidad.

Ademas de una estabilidad fisica y quimica suficiente, la formulacion también debe poseer un valor de pH y una
presion osmotica aceptables para su uso. En particular, las altas concentraciones de los ingredientes farmacéuticos
activos pueden aumentar la agregacion de la formulacion. En algunas realizaciones de la presente invencion, la
formulacion farmacéutica puede reducir la agregacion de péptidos GLP dentro de un rango de concentracion
especifico, proporcionando una formulacion farmacéutica estable para péptidos GLP-1 desde concentraciones bajas
hasta concentraciones elevadas.

Ademas, en algunas realizaciones de la invencion, se ha optimizado la concentracion de los componentes de la
formulacion con el fin de garantizar la comodidad del paciente durante la inyeccion, lo que proporciona una solucion
que alivia el dolor que siente el paciente.

En su aspecto mas amplio, la presente invencion proporciona una formulacion farmacéutica (la formulacion de la
presente invencion) que comprende un péptido GLP-1 como ingrediente activo y una solucion amortiguadora, un
regulador de la presion osmética y un antioxidante. La formulacion de la presente invencion es un liquido (por

ejemplo, una soluciéon acuosa). En algunas realizaciones de la presente invencion, se proporciona una formulacion



estable del péptido GLP-1 adecuada para la administracion subcutanea.

Especificamente, el primer aspecto de la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica liquida que
comprende:

a. un péptido GLP-1 o una de sus sales farmacéuticamente aceptable;

b. un regulador de la presion osmética;

c. un antioxidante; y

d. una solucién amortiguadora;

en donde, el péptido GLP-1 se selecciona entre los siguientes compuestos:

péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]
acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][GlyS8, Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(4-[19-carboxinonadecanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil ][ GlyS,
Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(21-carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]
acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(4-[2 1 -carboxiheneicosanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil |[GlyS,
Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(23-carboxitricosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]
acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-g26-[2-(2-[2-(4-[23-carboxitricosanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil [ GlyS,
Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£2°-(23-carboxitricosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoil-[Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£2°-(19-carboxinonadecanoilamino)-4(S)-carboxibutanoil-[Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£2°-(21-carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoil-[Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]
acetilamino)etoxi]etoxi)acetil|[Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(4-[19-carboxinonadecanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil]
[Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(21-carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]
acetilamino)etoxi]etoxi)acetil |[Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(4-[21-carboxiheneicosanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)
acetil][Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(23-carboxitricosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]
acetilamino)etoxi]etoxi)acetil |[Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(4-[23-carboxitricosanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil || Arg34]GLP-
1-(7-37),

péptido N-£2°-(23-carboxitricosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoil-[ Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£2°-(19-carboxinonadecanoilamino)-4(S)-carboxibutanoil-[ Arg34]GLP-1-(7-37),



péptido N-£2°-(21-carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoil-[ Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(20-carboxieicosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]
acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][GlyS8, Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-g26-[2-(2-[2-(4-[20-carboxieicosanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil ] [GlyS8,
Arg34])GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(22-carboxidocosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]
acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][GlyS8, Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-g26-[2-(2-[2-(4-[22-carboxidocosanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil [ GlyS,
Arg34])GLP-1-(7-37),

péptido N-£2°-(20-carboxieicosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoil-[Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-(22-carboxidocosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoil-[Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(20-carboxieicosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]
acetilamino)etoxi]etoxi)acetil|[Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido  N-£26-[2-(2-[2-(4-[20-carboxieicosanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil ][ Arg34]GLP-
1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(22-carboxidocosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]
acetilamino)etoxi]etoxi)acetil|[Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-g26-[2-(2-[2-(4-[22-carboxidocosanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil ][ Arg34]GLP-
1-(7-37),

péptido N-£2°-(20-carboxieicosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoil-[Arg34]GLP-1-(7-37) y

péptido N-£26-(22-carboxidocosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoil-[ Arg34]GLP-1-(7-37);

preferentemente, el péptido GLP-1 se selecciona de entre los siguientes compuestos:

péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(19-carboxinonadecanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]
acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][GlyS8, Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£2-[2-(2-[2-(4-[19-carboxinonadecanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil | [GlyS8,
Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£2°-(19-carboxinonadecanoilamino)-4(S)-carboxibutanoil-[Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£2°-(19-carboxinonadecanoilamino)-4(S)-carboxibutanoil-[ Arg34]GLP-1-(7-37),

péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(21-carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]
acetilamino)etoxi]etoxi)acetil|[GlyS, Arg34]GLP-1-(7-37) y

péptido N-£26-[2-(2-[2-(4-[21-carboxiheneicosanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil |[Gly8,
Arg34]GLP-1-(7-37).

Preferentemente, el péptido GLP-1 es el siguiente compuesto:
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En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende o no comprende un conservante, preferentemente
la composicion farmacéutica no comprende un conservante, preferentemente el conservante es fenol o m-cresol,
preferentemente la composicion farmacéutica no comprende fenol ni m-cresol.

En algunas realizaciones, la solucién amortiguadora es al menos una seleccionada del grupo que consiste en una
solucion amortiguadora de 4cido acético-acetato de sodio, una solucion amortiguadora de acido acético-acetato de
potasio, una solucién amortiguadora de 4cido acético-acetato de amonio y una solucion amortiguadora de fosfato, y
preferentemente una solucidon amortiguadora de fosfato; preferentemente la solucion amortiguadora de fosfato es
Na;HPO,.

En algunas realizaciones, el regulador de la presion osmotica es NaCl o propilenglicol.

En algunas realizaciones, el antioxidante es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en acido ascorbico,
metionina, acido citrico y 4cido tartarico; preferentemente, el antioxidante se selecciona entre acido citrico y
metionina; preferentemente, el acido citrico es acido citrico monohidrato.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende més de aproximadamente 0,5 mg/ml de Na;HPOs,
preferentemente 0,5-20 mg/ml de Na,HPOs, 1-20 mg/ml de NaoHPOs4, 1-10 mg/ml de Na;HPOs; maés
preferentemente 1-5 mg/ml de Na,HPOj4, y aun mas preferentemente 1,40 mg/ml, 1,41 mg/ml, 1,42 mg/ml, 1,5 mg/ml,
2 mg/ml, 2,5 mg/ml, 3 mg/ml, 3,5 mg/ml, 4 mg/ml o 4,5 mg/ml de Na,HPOa.

En algunas realizaciones, la concentracion de NaCl es superior a aproximadamente 0,5 mg/ml, preferentemente mas de
1 mg/ml, preferentemente 1-30 mg/ml, 3-25 mg/ml, 5-15 mg/ml, 5-10 mg/ml, 5 mg/ml, 5,5 mg/ml, 6 mg/ml, 7 mg/ml,
8 mg/ml, 8,10 mg/ml, 8,15 mg/ml, 8,20 mg/ml, 8,25 mg/ml, 8,30 mg/ml, 9 mg/ml o 10 mg/ml.

En algunas realizaciones, la concentracion de propilenglicol es superior a aproximadamente 1 mg/ml, preferentemente
mas de aproximadamente 2 mg/ml, preferentemente 5-25 mg/ml, 10-20 mg/ml, 12-18 mg/ml, 13 mg/ml, 13,5 mg/ml,
14 mg/ml, 14,5 mg/ml, 15 mg/ml, 16 mg/ml o 17 mg/ml.

En algunas realizaciones, la concentracion del antioxidante es superior a aproximadamente 0,5 mM, preferentemente
mas de 1 mM, preferentemente 1-25 mM, 1-20 mM, 1-15 mM, 1-10 mM, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM,
7 mM, 8§ mM o 9 mM.

En algunas realizaciones, el antioxidante se selecciona entre el 4cido citrico a una concentracion de aproximadamente

1-25 mM, preferentemente a una concentracion de 1-20 mM, 1-15 mM o 1-10 mM; preferentemente a una



concentracion de aproximadamente 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM o 9 mM; preferentemente,
el acido citrico debe ser acido citrico monohidrato.

En algunas realizaciones, la concentracion del péptido GLP-1 es de al menos aproximadamente 1 mg/ml,
preferentemente 2 mg/ml, 1-80 mg/ml, 1-70 mg/ml, 1-65 mg/ml, 1-60 mg/ml, 2-60 mg/ml o 2-50 mg/ml; mas
preferentemente, la concentracion es de aproximadamente 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml, 6 mg/ml, 7 mg/ml,
8 mg/ml, 9 mg/ml, 10 mg/ml, 11 mg/ml, 12 mg/ml, 13 mg/ml, 14 mg/ml, 15 mg/ml, 16 mg/ml, 17 mg/ml, 18 mg/ml,
19 mg/ml, 20 mg/ml, 21 mg/ml, 22 mg/ml, 23 mg/ml, 24 mg/ml, 25 mg/ml, 26 mg/ml, 27 mg/ml, 28 mg/ml, 29 mg/ml,
30 mg/ml, 31 mg/ml, 32 mg/ml, 33 mg/ml, 34 mg/ml, 35 mg/ml, 36 mg/ml, 37 mg/ml, 38 mg/ml, 39 mg/ml, 40 mg/ml,
41 mg/ml, 42 mg/ml, 43 mg/ml, 44 mg/ml, 45 mg/ml, 46 mg/ml, 47 mg/ml, 48 mg/ml, 49 mg/ml o 60 mg/ml; atin
mas preferentemente de aproximadamente 2 mg/ml, 3 mg/ml, 5 mg/ml, 6 mg/ml, 12 mg/ml, 15 mg/ml, 18 mg/ml,
24 mg/ml, 30 mg/ml, 36 mg/ml o 48 mg/ml; y con mayor preferencia aun, de aproximadamente 3 mg/ml, 6 mg/ml,
12 mg/ml, 18 mg/ml, 24 mg/ml, 36 mg/ml o 48 mg/ml.

En algunas realizaciones, el pH de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 8,5,
mas preferentemente de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 8,5, aun madas preferentemente de
aproximadamente 7,1 a aproximadamente 8,3, aun mas preferentemente de aproximadamente 7,2, 7,3, 7,4, 7,5, 7,6,
7,7,7,8,79, 8,0, 8,1 u8,2.

Otra realizacion de la presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica liquida que comprende:
aproximadamente 1-60 mg/ml, preferentemente 1-70 mg/ml, 1-65 mg/ml, 1-60 mg/ml, 2-60 mg/ml o 2-50 mg/ml;
mas preferentemente 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml, 6 mg/ml, 7 mg/ml, 8 mg/ml, 9 mg/ml, 10 mg/ml, 11 mg/ml,
12 mg/ml, 13 mg/ml, 14 mg/ml, 15 mg/ml, 16 mg/ml, 17 mg/ml, 18 mg/ml, 19 mg/ml, 20 mg/ml, 21 mg/ml, 22 mg/ml,
23 mg/ml, 24 mg/ml, 25 mg/ml, 26 mg/ml, 27 mg/ml, 28 mg/ml, 29 mg/ml, 30 mg/ml, 31 mg/ml, 32 mg/ml, 33 mg/ml,
34 mg/ml, 35 mg/ml, 36 mg/ml, 37 mg/ml, 38 mg/ml, 39 mg/ml, 40 mg/ml, 41 mg/ml, 42 mg/ml, 43 mg/ml, 44 mg/ml,
45 mg/ml, 46 mg/ml, 47 mg/ml, 48 mg/ml 0 49 mg/ml; ain mas preferentemente 2mg/ml, 3 mg/ml, 5 mg/ml, 6 mg/ml,
12 mg/ml, 15 mg/ml, 18 mg/ml, 24 mg/ml, 30 mg/ml, 36 mg/ml o0 48 mg/ml; y ain mas preferentemente 3 mg/ml,
6 mg/ml, 12 mg/ml, 18 mg/ml, 24 mg/ml, 36 mg/ml o 48 mg/ml del péptido N-e26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(21-
carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]acetilamino)etoxi]etoxi)acetil|[Gly8,
Arg34]GLP-1-(7-37) ) péptido N-g%0-[2-(2-[2-(4-[19-carboxinonadecanoilamino]-4(S)-
carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil|[GlyS8, Arg34]GLP-1-(7-37);

aproximadamente 1-30 mg/ml, preferentemente 3-25 mg/ml, preferentemente 5-15 mg/ml, y preferentemente 5 mg/ml,
6 mg/ml, 7 mg/ml, 8 mg/ml, 8,10 mg/ml, 8,15 mg/ml, 8,20 mg/ml, 8,25 mg/ml, 8,30 mg/ml, 8,50 mg/ml, 9 mg/ml o
10 mg/ml de NaCl;

aproximadamente 1-25 mM, preferentemente 1-20 mM, m4s preferentemente 1-15 mM, aun mds preferentemente 1-
10 mM, y ain mas preferentemente 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM o 9 mM de acido citrico;
aproximadamente 1-20 mg/ml, preferentemente 1-10 mg/ml, mas preferentemente 1-5 mg/ml, y ain mas
preferentemente 1,42 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2 mg/ml, 2,5 mg/ml, 3 mg/ml, 3,5 mg/ml, 4 mg/ml o 4,5 mg/ml de Na,HPO4;
y

el pH de la composicién farmacéutica es de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 8,5, mas preferentemente de



7,0 a 8,5, atin mas preferentemente de 7,1 a 8,3, y alin mas preferentemente de 7,2, 7,3, 7,4, 7,5, 7,6, 7,7, 7,8, 7,9,
8,0, 8,1 ug2.

Otra realizacion de la presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica liquida que comprende:
aproximadamente 1-60 mg/ml, preferentemente 1-70 mg/ml, 1-65 mg/ml, 1-60 mg/ml, 2-60 mg/ml o 2-50 mg/ml;
mas preferentemente 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml, 6 mg/ml, 7 mg/ml, 8§ mg/ml, 9 mg/ml, 10 mg/ml, 11 mg/ml,
12 mg/ml, 13 mg/ml, 14 mg/ml, 15 mg/ml, 16 mg/ml, 17 mg/ml, 18 mg/ml, 19 mg/ml, 20 mg/ml, 21 mg/ml, 22 mg/ml,
23 mg/ml, 24 mg/ml, 25 mg/ml, 26 mg/ml, 27 mg/ml, 28 mg/ml, 29 mg/ml, 30 mg/ml, 31 mg/ml, 32 mg/ml, 33 mg/ml,
34 mg/ml, 35 mg/ml, 36 mg/ml, 37 mg/ml, 38 mg/ml, 39 mg/ml, 40 mg/ml, 41 mg/ml, 42 mg/ml, 43 mg/ml, 44 mg/ml,
45 mg/ml, 46 mg/ml, 47 mg/ml, 48 mg/ml 0 49 mg/ml; atin mas preferentemente 2 mg/ml, 3 mg/ml, 5 mg/ml, 6 mg/ml,
12 mg/ml, 15 mg/ml, 18 mg/ml, 24 mg/ml, 30 mg/ml, 36 mg/ml o 48 mg/ml; y ain mas preferentemente 3 mg/ml,
6 mg/ml, 12 mg/ml, 18 mg/ml, 24 mg/ml, 36 mg/ml o 48 mg/ml de péptido N-e26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(21-
carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][Gly8,
Arg34]GLP-1-(7-37) o péptido N-26-[2-(2-[2-(4-[19-carboxinonadecanoilamino]-4(S)-
carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil][GlyS8, Arg34]GLP-1-(7-37);

aproximadamente 5-25 mg/ml, preferentemente 10-20 mg/ml, 12-18 mg/ml, y preferentemente 13 mg/ml, 13,5 mg/ml,
14 mg/ml, 14,5 mg/ml, 15 mg/ml, 16 mg/ml o 17 mg/ml de propilenglicol;

aproximadamente 1-25 mM, preferentemente 1-20 mM, mas preferentemente 1-15 mM, aun més preferentemente 1-
10 mM, y aun més preferentemente 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM o 9 mM de acido citrico;
aproximadamente 1-20 mg/ml, preferentemente 1-10 mg/ml, mas preferentemente 1-5 mg/ml, y ain mas
preferentemente 1,42 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2 mg/ml, 2,5 mg/ml, 3 mg/ml, 3,5 mg/ml, 4 mg/ml 0 4,5 mg/ml de Na,HPOy;
y

el pH de la composicioén farmacéutica es de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 8,5, mas preferentemente de
7,0 a 8,5, ain mas preferentemente de 7,1 a 8,3, y alin mas preferentemente de 7,2, 7,3, 7,4, 7,5, 7,6, 7,7, 7,8, 7,9,
8,0, 8,1 ug2.

Otra realizacion de la presente invencidon también proporciona una composicion farmacéutica liquida que comprende:
aproximadamente 3 mg/ml, 6 mg/ml, 12 mg/ml, 18 mg/ml, 24 mg/ml, 30 mg/ml, 36 mg/ml, 48 mg/ml o 60 mg/ml
de péptido N-g%0-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(21-carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-
carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][[Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37) o péptido N-£26-[2-(2-
[2-(4-[19-carboxinonadecanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil ][ Gly8, Arg34]|GLP-1-(7-37);
aproximadamente 7 mg/ml, 8 mg/ml, 8,10 mg/ml, 8,15 mg/ml, 8,20 mg/ml, 8,25 mg/ml, 8,30 mg/ml, 8,50 mg/ml,
9 mg/ml o 10 mg/ml de NaCl,;

aproximadamente 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM o 10 mM de 4cido citrico;
aproximadamente 1,42 mg/ml de Na,HPOys; y

el pH de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 7,3.

Otra realizacion de la presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica liquida que comprende:
aproximadamente 3 mg/ml, 6 mg/ml, 12 mg/ml, 18 mg/ml, 24 mg/ml, 30 mg/ml, 36 mg/ml o 48 mg/ml de péptido
N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(21-carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-



carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][[Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37) o péptido N-£26-[2-(2-
[2-(4-[19-carboxinonadecanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil ][ Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37);
aproximadamente 14 mg/ml de propilenglicol;

aproximadamente 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM o 10 mM de acido citrico;
aproximadamente 1,42 mg/ml de Na,HPO4; y

el pH de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 7,3.

El segundo aspecto de la presente invencion proporciona un producto farmacéutico que comprende un recipiente y
la composicion farmacéutica liquida del primer aspecto de la presente invencion colocada en el recipiente;
preferentemente, el recipiente se selecciona entre un dispositivo tipo pluma para inyeccion, un dispositivo de
inyeccioén automatico, una jeringa y un vial.

En otra realizacion de la presente invencion se proporciona un producto farmacéutico que comprende un recipiente
y una composicion farmacéutica liquida colocada en el recipiente, el recipiente se desoxigena y se llena con nitrogeno
antes de colocar la composicion farmacéutica liquida y/o durante el proceso de colocacion de la composicion
farmacéutica liquida en el recipiente y/o después de colocar la composicion farmacéutica liquida en el recipiente; la
composicion farmacéutica liquida comprende:

aproximadamente 3 mg/ml, 6 mg/ml, 12 mg/ml, 18 mg/ml, 24 mg/ml, 36 mg/ml, 48 mg/ml o 60 mg/ml de péptido
N-g26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(21-carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-
carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][[Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37) o péptido N-£26-[2-(2-
[2-(4-[19-carboxinonadecanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil][ Gly8, Arg34]|GLP-1-(7-37);
aproximadamente 3 mg/ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml, 6 mg/ml, 7 mg/ml, 8 mg/ml, 8,10 mg/ml, 8,15 mg/ml, 8,20 mg/ml,
8,25 mg/ml, 8,30 mg/ml, 8,50 mg/ml, 9 mg/ml o 10 mg/ml de NaCl;

aproximadamente 1,42 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2 mg/ml, 2,5 mg/ml, 3 mg/ml, 3,5 mg/ml, 4 mg/ml, o 4,5 mg/ml de
Na;HPO4; y

el pH de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, 7,6 0 7,7.

En otra realizacion de la presente invencion se proporciona un producto farmacéutico que comprende un recipiente
y una composicion farmacéutica liquida colocada en el recipiente, el recipiente se desoxigena y se llena con nitrogeno
antes de colocar la composicion farmacéutica liquida y/o durante el proceso de colocacion de la composicion
farmacéutica liquida en el recipiente y/o después de colocar la composicion farmacéutica liquida en el recipiente; la
composicion farmacéutica liquida comprende:

aproximadamente 2-60 mg/ml, preferentemente 3 mg/ml, 6 mg/ml, 12 mg/ml, 18 mg/ml, 24 mg/ml, 36 mg/ml o 48
mg/ml de péptido N-£26-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(21-carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-
carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37) o péptido N-£26-[2-(2-
[2-(4-[19-carboxinonadecanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetil ][ Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37);
aproximadamente 13 mg/ml, 14 mg/ml, 15 mg/ml, 16 mg/ml o 17 mg/ml de propilenglicol;

aproximadamente 1,42 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2 mg/ml, 2,5 mg/ml, 3 mg/ml, 3,5 mg/ml, 4 mg/ml, o 4,5 mg/ml de
NasHPOyg; y

el pH de la composicion farmacéutica es de aproximadamente 7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, 7,6 0 7,7.



En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica liquida comprende ademas aproximadamente 0,005 mM-25
mM, preferentemente 0,01 mM-10 mM, y aun mas preferentemente 0,1 mM-2,0 mM de acido citrico o metionina.
En algunas realizaciones, la desoxigenacion del recipiente se logra llenandolo con un gas inerte; preferentemente, el
gas inerte es nitrogeno.

En algunas realizaciones, el recipiente es un dispositivo tipo pluma para inyeccion, un dispositivo de inyeccion
automatico, una jeringa o un vial.

La composicion farmacéutica segun el primer aspecto de la presente invencion, o el producto farmacéutico segun el
segundo aspecto de la presente invencion, en donde la composicion farmacéutica es para administracion parenteral;
preferentemente, la administracion parenteral es subcutanea.

Un tercer aspecto de la presente invencion proporciona un kit que comprende un producto farmacéutico liquido e
instrucciones para su uso, en donde la composicion del liquido es la definida en el primer aspecto de la presente
invencion.

Otra realizacion de la presente invencion proporciona un kit que comprende una composicion farmacéutica liquida y
un dispositivo de inyeccion, en donde la composicion liquida es tal como se define en el primer aspecto de la presente
invencion, y el dispositivo de inyeccion es para administrar la composiciéon a un sujeto, en donde el dispositivo de
inyeccion se selecciona entre una pluma duradera y un dispositivo de pluma precargada para inyeccion.

Uso de la composicion farmacéutica del primer aspecto de la presente invencion, o del producto farmacéutico del
segundo aspecto de la presente invencion, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la diabetes, la
obesidad, la enfermedad del higado graso no alcohélico, la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Parkinson;
preferentemente mediante la administracién de la composicion farmacéutica segun el primer aspecto de la presente
invencion a un sujeto que la necesite una vez por semana, una vez cada dos semanas o con menor frecuencia.

La composicion farmacéutica del primer aspecto de la presente invencidn, o el producto farmacéutico del segundo
aspecto de la presente invencion, para su uso en el tratamiento de la diabetes, la obesidad, la enfermedad del higado
graso no alcohdlico, la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Parkinson; preferentemente, la composicion
farmacéutica segun el primer aspecto de la presente invencion se administra a un sujeto que la necesita una vez por
semana, una vez cada dos semanas o con menor frecuencia.

El cuarto aspecto de la presente invencion proporciona un método para tratar la diabetes, la obesidad, la enfermedad
del higado graso no alcohodlico, la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Parkinson, el método comprende
administrar la composicion farmacéutica del primer aspecto de la presente invencion, o el producto farmacéutico del
segundo aspecto de la presente invencidn, a un sujeto que lo necesite; preferentemente, administrar la composicion
farmacéutica del primer aspecto de la presente invencion a un sujeto que lo necesite una vez por semana, una vez
cada dos semanas o con menor frecuencia.

El quinto aspecto de la presente invencion proporciona un método para preparar la composicion farmacéutica del
primer aspecto, en donde el método comprende:

(1) disolver una cantidad formulada de una solucion amortiguadora, un regulador de la presion osmoética o un
antioxidante en agua;

(2) disolver una cantidad formulada de un péptido GLP-1 en la solucion obtenida en el paso (1) y ajustar el pH



utilizando hidroxido de sodio o acido clorhidrico diluido;

(3) finalmente esterilizar la solucion obtenida en el paso (2) filtrandola con un filtro estéril de 0,22 um.

Otra realizacion de la presente invencion proporciona un método para preparar la composicion farmacéutica segiin
el primer aspecto de la presente invencion, en donde el método comprende:

mezclar el péptido GLP-1, la solucién amortiguadora, el regulador de la presion osmotica y el antioxidante segun la
formulacion;

Preferentemente, el método comprende, ademas:

esterilizar la mezcla obtenida en el paso (2); preferentemente, la mezcla obtenida en el paso (2) se esteriliza filtrandola
a través de un filtro estéril de 0,22 pum.

Definiciones

Para comprender mejor la presente invencion, a continuacidn, se proporcionan definiciones y explicaciones de
términos relevantes.

Péptido GLP-1

El término "péptido GLP-1" tal como se utiliza en el presente documento se refiere a "analogos de GLP-1" o
"analogos de GLP-1", es decir, péptidos o compuestos que son variantes del péptido similar al glucagén-1 humano
(GLP-1(7-37)), en donde uno o mas residuos de aminoacidos de GLP-1(7-37) se sustituyen, o uno o mas residuos de
aminoacidos se eliminan, o se agregan uno o mas residuos de aminoacidos. Especificamente, la secuencia GLP-1(7-
37) se muestra en la SEQ ID NO: 1 en la lista de secuencias. Los péptidos cuya secuencia se muestra en la SEQ ID
NO: 1 también puede denominarse GLP-1 "nativo" o GLP-1 (7-37) "nativo".

En la lista de secuencias, el primer residuo de aminodacidos (histidina) de la SEQ ID NO:1 tiene el namero 1. Sin
embargo, en el texto siguiente, siguiendo la convencion establecida en la técnica, este residuo de histidina tiene el
nimero 7, y los siguientes residuos de aminoacidos estan numerados secuencialmente y finalizan con glicina como
el nimero 37. Por lo tanto, en general, la numeracion de los residuos de aminoacidos o la numeracion de la posicion
para la secuencia GLP-1(7-37) analizada en este documento se refiere a la secuencia que comienza con His en la
posicion 7 y termina con Gly en la posicion 37.

El péptido [GlyS8, Arg34] GLP-1-(7-37) es un analogo de GLP-1 en donde Gly y Arg estan sustituidos en las
posiciones 8 y 34, respectivamente, en relacion con GLP-1(7-37) (SEQ ID NO: 1). El péptido [Arg34]GLP-1-(7-37)
es un andlogo de GLP-1 que tiene Arg en la posicion 34 correspondiente a GLP-1(7-37) (SEQ ID NO: 1).
Especificamente, la secuencia de aminodacidos del péptido [Gly8, Arg34] GLP-1-(7-37) se muestra como SEQ ID
NO: 2 en la lista de secuencias.

El péptido GLP-1 que se describe en el presente documento puede prepararse segin el método descrito en el
documento W02021136303.

En el contexto de los péptidos GLP-1 o sus andlogos, el término “derivado” tal como se utiliza en el presente
documento se refiere a un péptido GLP-1 o analogo modificado quimicamente en donde uno o mas sustituyentes
estan unidos covalentemente a dichos péptidos. Tales sustituyentes también pueden denominarse cadenas laterales.
A menos que se indique lo contrario, las referencias a la acilacion de los residuos de lisina deben entenderse como

que ocurren en el grupo g-amino.



El término “péptido”, cuando se utiliza en referencia a los analogos de GLP-1 como los de la presente invencion, se
refiere a un compuesto que comprende una secuencia de aminoacidos interconectados por enlaces amida (o
peptidicos).

En una realizacion especifica, el péptido estd compuesto en gran parte o principalmente de aminoacidos
interconectados mediante enlaces amida (por ejemplo, al menos 50%, 60%, 70%, 80% o al menos 90% en masa
molar). En otra realizacion especifica, el péptido estd compuesto por aminoacidos interconectados mediante enlaces
peptidicos.

Los amino4cidos son moléculas que contienen un grupo amino y un grupo carboxilo, y que opcionalmente pueden
llevar uno o mas grupos adicionales, cominmente conocidos como cadenas laterales.

El término "aminoacidos" comprende aminoacidos proteicos (codificados por el cddigo genético, incluidos los
aminoacidos naturales y los aminodcidos estandar), aminodcidos no proteicos (no se encuentran en proteinas y no
estan codificados por el codigo genético estandar) y aminodcidos sintéticos. Los aminodcidos no proteicos son
aminoacidos que pueden incorporarse en un péptido mediante enlaces peptidicos, pero no son aminoacidos proteicos.
Los aminodacidos sintéticos no proteicos incluyen aquellos producidos por sintesis quimica, es decir, los isomeros D
de aminodacidos codificados por el codigo genético, como la D-alanina y la D-leucina, Aib (4cido a-aminoisobutirico),
Abu (acido a-aminobutirico), 4cido 3-aminometilbenzoico, dcido o-aminobenzoico, histidina desamidada, analogos
B de aminoacidos como la B-alanina, la D-histidina, la histidina desamidada, la 2-aminohistidina, la B-hidroxihistidina
y la homohistidina, etc.

Los ejemplos no restrictivos de aminodcidos no codificados por el coédigo genético incluyen el éacido y-
carboxeglutamico, la ornitina, la D-alanina, la D-glutamina y la fosfoserina. Algunos ejemplos no limitantes de
aminoacidos sintéticos incluyen los isomeros D de aminoacidos, como la D-alanina y la D-leucina, el Aib (acido a-
aminoisobutirico), la B-alanina y la des-amino-histidina (desH, también conocida como acido imidopropidnico,
abreviado como Imp).

En el texto siguiente, todos los aminoacidos no explicitamente etiquetados como isémeros Opticos se entienden que
se refieren al isdmero L (a menos que se especifique lo contrario).

El término “estable” se refiere al hecho de que todas las proteinas que contiene esencialmente conservan su actividad
fisica, quimica y biologica después del almacenamiento en el rango de temperatura especificado, como de 0 a 40 °C.
El anticuerpo presente en la formulacion no mantiene el 100% de su actividad fisica, quimica y biologica después de
un cierto periodo de almacenamiento, pero la formulacion atin puede considerarse estable. Si, después de un periodo
de almacenamiento determinado, el anticuerpo conserva aproximadamente el 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 % o mas del 99 % de su estructura y funcion, la formulacién puede considerarse "estable".

El término “composicion farmacéutica estable” se refiere a una composicién de medicamento que contiene un péptido
GLP-1, como una solucién o suspension, en donde la composicion contiene al menos un 80 % (p/v) de dicho péptido
GLP-1 después del almacenamiento (por ejemplo, después de 3 meses de almacenamiento estatico a 25 °C). Las
condiciones de almacenamiento para las pruebas de estabilidad pueden ser de 2 a 8 °C, como por ejemplo 5 °C, o al
menos 2,5 afios a 5 °C. Como alternativa, las condiciones de almacenamiento para las pruebas de estabilidad pueden

ser de al menos 4 semanas, como por ejemplo 6 semanas o 3 meses, opcionalmente a 30 °C. Las condiciones de



almacenamiento para esta composicion farmacéutica estable pueden ser de 1 o 2 afios a 5 °C. Las condiciones de
almacenamiento para esta composicion farmacéutica estable pueden ser de 3 afios a 5 °C. Alternativamente, las
condiciones de almacenamiento pueden ser de 24 horas o 1 semana a 25 °C. Como alternativa, el almacenamiento
puede realizarse a temperatura ambiente durante un maximo de dos meses.

En esta solicitud, cuando se hace referencia a valores o rangos de valores especificamente enumerados, el término
"aproximadamente", tal como se utiliza en el presente documento, generalmente significa dentro del 20 % del valor
o rango dado, preferentemente dentro del 10 %, y mas preferentemente dentro del 5 %.

El término “kit” puede comprender tanto la formulacion farmacéutica descrita en el presente documento como un
dispositivo utilizado para la administracion, como por ejemplo el envasado de la formulacion farmacéutica junto con
un dispositivo para la administracion, por ejemplo, una jeringa, un inhalador, una taza medidora, un gotero o un
aplicador. La formulacion farmacéutica puede envasarse en el recipiente descrito anteriormente. El kit puede incluir
opcionalmente instrucciones de uso, que comprenden instrucciones sobre la dosis, el régimen de dosificacion y la via
de administracion.

El término “tratamiento” comprende los tratamientos terapéuticos, los tratamientos preventivos y las aplicaciones
que reducen el riesgo de que los sujetos desarrollen enfermedades u otros factores de riesgo. El tratamiento incluye,
entre otros, la curacién completa de las enfermedades, asi como el alivio de los sintomas o la mitigacion de los riesgos
subyacentes.

El término "sujeto" en esta solicitud puede usarse indistintamente con "paciente" y se refiere a mamiferos, incluidos,
entre otros: humanos y primates no humanos, que comprenden simios y seres humanos; mamiferos equinos (por
ejemplo, caballos); mamiferos de granja (por ejemplo, ovejas, cabras, etc.); mascotas mamiferas (perros, gatos, etc.);
y roedores (por ejemplo, ratones, ratas, etc.).

El término “cantidad formulada” comprende el contenido de sustancias activas o excipientes en cualquier realizacion
de la presente invencion, asi como el contenido de sustancias activas o excipientes en todas las formulaciones
descritas.

El término “sustancias relacionadas” se refiere a impurezas como materiales de partida, intermedios, subproductos y
productos de degradacion que pueden introducirse durante la fabricacion y el almacenamiento de medicamentos. La
presencia de estas impurezas puede afectar la calidad, la seguridad y la eficacia de los productos farmacéuticos. En
los estudios de estabilidad de medicamentos, las sustancias relacionadas son un parametro critico para la evaluacion.
El término “proteinas de alto peso molecular (HMWP) o proteina de alto peso molecular” se refiere principalmente
a impurezas proteicas con pesos moleculares relativamente altos. Durante la producciéon y el almacenamiento de
productos farmacéuticos, pueden aparecer proteinas de alto peso molecular debido a diversos factores, como la
agregacion o la deformacion. La deteccion y el andlisis de proteinas de alto peso molecular constituyen un paso
fundamental para garantizar la calidad y la seguridad de los productos farmacéuticos.

El término “gases inertes”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a gases nobles o gases
fisiologicamente inertes. Los gases nobles son elementos del grupo 18 de la tabla periddica, mientras que entre los
gases fisiologicamente inertes se incluyen el nitrégeno y el metano.

Descripcion detallada




A continuacion, se proporcionara una descripcion detallada de la realizacion de la presente invencion, con referencia
a ejemplos especificos. Sin embargo, los expertos en la técnica comprenderan que los siguientes ejemplos se
proporcionan simplemente para ilustrar la invencion y no deben interpretarse como una limitacién de su alcance. A
menos que se especifique lo contrario en los ejemplos, se seguiran las condiciones estandar o las condiciones
recomendadas por el fabricante. A menos que se especifique lo contrario, los reactivos o instrumentos utilizados para
los que no se especifica el fabricante son todos productos convencionales que pueden adquirirse mediante compra en
el mercado.

El ingrediente farmacéutico activo péptido GLP-1 se formulé con varios excipientes utilizando métodos de
preparacion conocidos en la técnica.

Se evaluaron varias formulaciones preparadas para determinar la estabilidad fisicoquimica general del ingrediente
farmacéutico activo péptido GLP-1 en las formulaciones preparadas. La estabilidad de las formulaciones preparadas
se analiz6 utilizando los siguientes métodos:

(1) Determinacion de la cantidad de sustancias relacionadas

El contenido de impurezas relacionadas con los derivados de GLP-1 se determin6 mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC). El andlisis se realizd en una columna Waters Kromasil 100-3,5-C8 (4,6%250 mm) a una
temperatura de columna de 35 °C y una temperatura de la celda de muestra de 5 °C, utilizando una velocidad de flujo
del eluyente de 1,0 ml/min. La elucion se realiz6 con una fase mévil compuesta por:

La fase A contenia 90 mM de fosfato de dihidrogeno de potasio y 10 % de acetonitrilo (v/v), pH 2,4.

La fase B contenia un 75 % (v/v) de acetonitrilo.

Gradiente: transicion lineal del 75 %/25 % A/B al 55 %/45 % A/B de 0 a 5 minutos; transicion lineal al 50 %/50 %
A/B de 5 a 12 minutos; transicion lineal al 40 %/60 % A/B de 12 a 42 minutos; un cambio lineal del 10 %/90 % A/B
de 42 a 60 minutos, un cambio lineal de los 60 a los 61 minutos a 75 %/25 % A/B, y un gradiente isométrico de
85 %/15 % A/B entre los 61 y los 70 minutos.

La longitud de onda de deteccion fue de 214 nm, la velocidad de flujo fue de 1,0 ml/min y el volumen de inyeccion
fue de 15 pl. El aumento de sustancias relacionadas con respecto al dia 0 se determiné después del almacenamiento
a4 °C, 25 °Cy 37 °C durante varios dias.

(2) Determinacion de proteinas de alto peso molecular (HMWP)

El contenido de proteinas de alto peso molecular (HMWP) se determind mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) utilizando una columna Waters TSKgel G2000SWXL (7,8x300 mm), 5 um. La temperatura de
la columna se mantuvo a 30 °C, y la temperatura de la celda de muestra se ajust6 a 5 °C. La velocidad de flujo de la
fase movil fue de 0,5 ml/min. La fase movil consistié en 300 ml de isopropanol, 400 ml de acido acético glacial y
300 ml de agua purificada. La longitud de onda de deteccion fue de 276 nm, con un volumen de muestra de 25 pl.
Después de almacenar el producto a 4°C, 25°C y 37°C durante varios dias, se midi6 el aumento de las HMWP en

relacion con el dia 0.

Abreviaturas

Na:HPOs es fosfato de hidrogeno disodico;



NaOH es hidroxido de sodio;

OEQG es el residuo de aminoacido -NH(CH2).O(CH2).2OCH-C(O)-;
OSu es succinimidil-1-oxil-2,5-dioxo-pirrolidin-1-iloxi;

OtBu es oxi-tert-butilo;

El HCl es cloruro de hidrogeno;

vGlu o gGlu se refiere a yL-glutamoilo;

HPLC es cromatografia liquida de alto rendimiento;

DCC es diciclohexilcarbodiimida;

AEEA: acido 2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)acético.

Ejemplo 1
Preparacion del compuesto del titulo: péptido N-g?0-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(21-carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-
carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][GlyS8, Arg34]GLP-1-(7-37) (Compuesto 1)
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Compuesto 1

1. Preparacion del péptido N-£76-[2-(2-[2-(2-[2-(2-[4-(21-carboxiheneicosanoilamino)-4(S)-
carboxibutanoilamino]etoxi)etoxi]acetilamino)etoxi]etoxi)acetil][Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37)

El péptido [Gly8, Arg34] GLP-1-(7-37) se prepard utilizando los métodos estandar de expresion de proteinas
recombinantes habituales en este campo (véase Molecular Cloning: A Laboratory Manual [Fourth Edition],
(Clonacién molecular: manual de laboratorio [cuarta edicion]), de Michael R. Green, Cold Spring Harbor Press, 2012,
para consultar los protocolos especificos). El péptido [Gly8, Arg34] GLP-1-(7-37) (5 g, 1,48 mmol) se disolvio en
una solucién acuosa de Na:HPO4 100 mM (150 mL), se agregd acetonitrilo (100 mL) y se ajusté el pH a 10-12,5
utilizando NaOH 1 N. Se disolvideicosanodioato de tert-butiloyGlu (2xOEG-OSu)-OtBu (1,59 g, 1,63 mmol) en
acetonitrilo (50 ml) y se agregd lentamente la solucién de péptido [Gly8, Arg34] GLP-1-(7-37). El pH se mantuvo
entre 10 y 12,5. Después de 120 minutos, la mezcla de reaccion se agregd a agua (150 ml) y el pH se ajusto a 5,0
usando una solucién acuosa de HCI 1 N. El precipitado se separd por centrifugacion y se liofilizd. El producto crudo
se agregd a una mezcla de acido trifluoroacético (60 ml) y diclorometano (60 ml) y se agité a temperatura ambiente
durante 30 minutos. La mezcla se concentr6 hasta aproximadamente 30 ml, se vertié en n-heptano helado (300 ml) y
el producto precipitado se separd por filtracién y se lavo dos veces con n-heptano. Después de secar la mezcla al
vacio, el producto se purificod mediante cromatografia de intercambio i6nico (Ressource Q, gradiente de acetato de
amonio del 0,25 % al 1,25 % en etanol al 42,5 %, pH 7,5) y se purificO mediante cromatografia de fase inversa
(acetonitrilo, agua, TFA). Las fracciones purificadas se agruparon, el pH se ajusté a 5,2 con HCI 1 N y el precipitado

se separ0 y se liofilizo para obtener el compuesto del titulo.



LC-MS (electrospray): m/z = 1035,8 [M+4H]*

2. Preparacion del intermedio tert-butilo docosanedioil-yGlu-(2xOEG-OSu)-OtBu

2.1 Tert-butilo docosanedioil-OSu

Bajo proteccion de nitrogeno, se mezclaron éster mono-tert-butilico del acido docosanedioico (20 g, 50,17 mmol) y
NHS (5,77 g, 50,17 mmol) en diclorometano (400 ml). Se agregaron 13,95 ml de trietilamina y la mezcla turbia
resultante se agitd a temperatura ambiente. Se agregd DCC (11,39 g, 55,19 mmol) y la mezcla se agitd durante toda
la noche. La mezcla se filtro y el filtrado se concentr6 hasta casi quedar seco. El residuo se combino con agua fria 'y
acetato de etilo, se agitd durante 20 minutos y se separaron las capas. La capa organica superior se lavo con salmuera
saturada. Una vez separadas las capas, la capa organica superior se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtrd y el
filtrado se concentro a presion reducida hasta casi quedar seco. La mezcla se secé al vacio durante toda la noche para
obtener 24,12 g (rendimiento del 97 %) de tert-butilo docosanedioil -OSu.

2.2 tert-butilo docosanedioil-yGlu-OtBu

Se disolvieron 24,12 g (48,66 mmol) de tert-butilo docosanedioil-OSu en 250 ml de diclorometano y se agitd. Se
agregaron secuencialmente H-Glu-OtBu (10,88 g, 53,53 mmol), trietilamina (12,49 ml) y agua (25 ml). La mezcla
se calentd hasta obtener una soluciéon transparente, que se agitd a temperatura ambiente durante 4 horas. A
continuacion, se agregaron 200 ml de solucidén acuosa de acido citrico al 10 % y se separaron las capas. La capa
organica inferior se lavd con solucion salina saturada. Una vez separadas las capas, la capa orgénica inferior se secd
con sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y el filtrado se concentrd a presion reducida hasta casi quedar seco. La mezcla
se seco al vacio durante toda la noche para obtener 27,27 g (rendimiento del 96 %) de tert-butilo docosanedioil-yGlu-
OtBu.

2.3 Tert-butilo docosanedioico-yGlu(OSu)-OtBu

Bajo atmodsfera de nitrogeno, se disolvio tert-butilo docosanedioil-yGlu-OtBu (27,27 g, 46,71 mmol) en
diclorometano (300 ml), se agregd trietilamina (11,99 ml) y la mezcla se agitd durante 10 min. A continuacion, se
agregd NHS (5,38 g, 50,17 mmol) y, posteriormente, DCC (10,60 g, 51,38 mmol). La mezcla se agitd durante la
noche a temperatura ambiente, se filtrd y el filtrado se concentr6 hasta casi quedar seco. El residuo se mezcld con
agua fria y acetato de etilo, se agitd durante 20 minutos y se separaron las capas. La capa organica superior se lavo
con salmuera saturada. Una vez separadas las capas, la capa organica superior se seco con sulfato de sodio anhidro,
se filtro y el filtrado se concentr6 a presion reducida hasta casi quedar seco. Se agreg6 metil tert-butilo éter, se agitd
durante 30 minutos, se filtré por succion y el precipitado se secé al vacio durante toda la noche para obtener 25,76 g
(rendimiento del 81 %) de tert-butilo docosanedioil-yGlu-(OSu)-OtBu.

2.4 Tert-butilo docosanedioico-yGlu-(2xOEG-OH)-OtBu

Se disolvieron 25,76 g (37,83 mmol) de tert-butilo docosanedioil-yGlu-(OSu)-OtBu en 250 ml de diclorometano y la
mezcla se agitd. Se agregaron secuencialmente 2xAEEA (11,66 g, 37,83 mmol), trietilamina (9,71 ml) y agua (25
ml). La mezcla se calent6 hasta obtener una solucion transparente, que se agitd a temperatura ambiente durante 4
horas. A continuacion, se agregaron 200 ml de solucion acuosa de acido citrico al 10 % y se separaron las capas. La
capa organica inferior se lavo con solucion salina saturada. Una vez separadas las capas, la capa organica inferior se

seco con sulfato de sodio anhidro, se filtré y el filtrado se concentr6 a presion reducida hasta casi quedar seco. La



mezcla se seco al vacio durante toda la noche para obtener 30,75 g (rendimiento del 93 %) de tert-butilo
docosanedioil-yGlu-(2xOEG-OH)-OtBu.

2.5 Tert-butilo docosanedioico-yGlu-(2xOEG-OSu)-OtBu.

Bajo una atmosfera de nitrogeno, se disolvid tert-butilo docosanedioil-yGlu-(2xOEG-OH)-OtBu (30,75 g, 35,18
mmol) en diclorometano (300 ml). Se agregaron 9,03 ml de trietilamina y la mezcla se agité durante 10 minutos; a
continuacion, se agregaron 4,05 g (35,18 mmol) de NHS. Posteriormente se agregé6 DCC (7,98 g, 38,70 mmol). La
mezcla se agitd durante la noche a temperatura ambiente, se filtré y el filtrado se concentrd hasta casi quedar seco.
El residuo se mezcld con agua fria y acetato de etilo, se agitdé durante 20 minutos y se separaron las capas. La capa
organica superior se lavd con salmuera saturada. Una vez separadas las capas, la capa organica superior se seco con
sulfato de sodio anhidro, se filtr y el filtrado se concentrd a presion reducida hasta casi quedar seco. La mezcla se
seco al vacio durante toda la noche para obtener 31,09 g (rendimiento del 91 %) de tert-butilo docosanedioil-yGlu-

(2xOEG-OSu)-OtBu.

Preparacion del compuesto de titulo: péptido  N-£7%-[2-(2-[2-(4-[19-carboxinonadecanoilamino]-4(S)-
carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetilo][Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37) (compuesto 2)

El péptido N-g°°-[2-(2-[2-(4-[19-carboxinonadecanoilamino]-4(S)-carboxibutanoilamino)etoxi]etoxi)acetilo][GlyS,
Arg34]GLP-1-(7-37) se prepard segiin un procedimiento similar al descrito en la Parte 1 del Ejemplo 1.

LC-MS (electrospray): m/z = 992,52 [M+4H]*

El intermedio tert-butilo-docosanedioil-yGlu-(OEG-OSu)-OtBu se prepar6 usando pasos similares a los de la Parte
2 del Ejemplo 1.

LC-MS(Sciex100API): m/z = 826,54(M+1)*

Ejemplo 2: Efectos de los antioxidantes 4cido citrico y metionina sobre la estabilidad quimica de una formulacion de
péptido GLP-1

2.1 Preparacion de formulaciones farmacéuticas

El compuesto 1 se disolvié en una soluciéon de fosfato de hidrégeno disddico hasta alcanzar las concentraciones
finales indicadas en la Tabla 1. Cada liquido auxiliar se agreg6 secuencialmente segun las cantidades indicadas en la
tabla siguiente, se ajust6 el pH a los valores indicados en la tabla y se obtuvo la formulacion final que se muestra en
la Tabla 1.

Tabla 1: Composicion de la formulacion

Formulaciéon |Compuesto 1 |Na;HPO4 |NaCl Fenol Propilenglicol | Acido citrico Metionina
pH
No. (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) | (mg/ml) |(mg/ml) monohidrato (mM) |(mM)
2-1 —_— 5,5 14
10 —
2-2 1,42 —_— 7,3
8,25  — —
2-3 5




2-5 S -

20
2-6 5 -

2-7 — 5

2-8

2-9 5

2-10 — 5

2-12 60 —

2-13 825 |—— | 5

2.2 Deteccion de sustancias relacionadas

Las formulaciones 2-1 a 2-14 descritas anteriormente se envasaron en cartuchos prellenados y se sometieron a
estudios de estabilidad a 4 °C, 25 °C y 37 °C. Se midi6 el aumento de sustancias relacionadas con respecto al dia 0
para cada formulacion (formulaciones 2-1 a 2-14) en diferentes dias. Los resultados de las pruebas se muestran en
las Tablas 2, 3 y 4, respectivamente.

Tabla 2: Resultados de sustancias relacionadas para formulaciones del compuesto 1 a 4 °C

Compuesto 1
Formulacién No. Dia 0| Dia 14 | Dia 28| Dia 63
(mg/ml)
2-1 1,91 |2,48 |2,48 2,82
2-2 1,86 |2,41 |2,48 2,67
10
2-3 1,80 |2,40 |2,44 2,71
2-4 1,92 12,50 |2,43 (2,77
2-5 1,83 |2,41 |2,52 (2,77
2-6 20 1,90 |2,46 |2,52 |[2,64
2-7 1,81 |2,47 |2,54 2,78
2-8 1,89 |2,44 (2,59 (2,84
40
2-9 2,01 (2,60 |2,62 |2,84




2-10 1,95 12,55 |2,53 |2,84

2-11 1,53 11,79 |1,84 2,09

2-12 1,51 |1,72 |1,94 (2,20
60

2-13 1,57 |1,65 |1,90 2,23

2-14 1,52 1,72 |1,89 (2,23

En la Tabla 2, se puede ver que: las tendencias en los cambios de sustancias relacionadas entre las formulaciones del

compuesto 1 que contienen antioxidantes y las formulaciones que contienen conservantes fueron esencialmente

consistentes durante el almacenamiento prolongado 4 °C. El aumento general de sustancias relacionadas para la

formulacion de alta concentracion del compuesto 1 (60 mg/ml) fue menor en comparacion con las sustancias

relacionadas en el Dia 0.

Tabla 3: Resultados de sustancias relacionadas en formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 25 °C

Formulacion | Compuesto 1
Dia 0 |[Dia7 |Dia 14 |Dia 21 |Dia 28 | Dia 35 | Dia 43 | Dia 49 | Dia 56 | Dia 63 | Dia 91

No. (mg/ml)

2-1 1,91 (2,07 |2,85 291 (3,09 |3,20 (3,43 |3,27 (3,43 |3,90 4,21
2-2 10 1,86 (2,20 |2,81 2,80 (3,18 3,20 (3,47 |3,56 |3,64 |442 4,75
2-3 1,80 (2,48 |2,87 2,82 13,02 (3,94 (3,71 (3,39 |4,50 |3,94 |4,21
2-5 1,83 (2,26 |2,79 2,85 3,25 (3,19 [3,86 (3,55 3,92 4,58 |5,51
2-6 20 1,90 (2,14 |2,74 2,82 3,27 (3,21 [3,41 |3,18 |3,55 |4,06 |4,19
2-7 1,81 (2,22 |2,79 2,79 13,10 3,23 (3,36 |3,29 3,60 |3,82 4,35
2-8 1,89 2,23 12,79 2,90 3,36 (3,45 [3,73 [3,72 |3,99 |4,53 |5,38
2-9 40 2,01 (2,03 |2,74 2,82 3,20 |3,17 (3,42 |3,27 (3,63 |3,99 4,31
2-10 1,95 (2,19 |2,67 2,95 3,34 (3,32 [3,45 [3,53 |3,70 |4,36 |4,85
2-11 1,53 [1,76 |1,93 2,08 (2,38 (2,40 (2,65 (2,60 |2,90 |3,89 |3,67
2-12 1,51 1,56 |1,93 2,18 (2,49 (2,79 [3,22 |3,00 |3,39 |4,14 |4,58
2-13 o 1,57 1,70 |1,91 2,12 (2,46 2,53 (2,99 |2,84 (3,10 |3,90 3,66
2-14 1,52 1,78 |1,95 2,19 12,40 2,56 (2,89 (3,03 (3,04 [3,59 |4,00

En la Tabla 3, se puede ver que: la tendencia en los cambios de sustancias relacionadas en condiciones aceleradas a

25 °C fue esencialmente consistente entre las formulaciones del compuesto 1 que contenian antioxidantes y las

formulaciones que contenian conservantes. La diferencia en el dia 91 fue bastante destacable: en los grupos de

concentracion del compuesto 1 de 10 mg/ml y 60 mg/ml, la tendencia de las sustancias relacionadas después de la




adicion de acido citrico fue esencialmente consistente con la de las formulaciones que contenian conservantes. El
aumento en las sustancias relacionadas con respecto al dia 0 fue mayor en los grupos sin antioxidantes. Cabe destacar
que, en los grupos de 20 mg/ml y 40 mg/ml, el aumento de las sustancias relacionadas con respecto al dia 0 fue menor
en el grupo que contenia acido citrico. Ademas, el aumento de sustancias relacionadas con respecto al dia 0 fue menor
en el grupo del compuesto 1 de alta concentracion (60 mg/ml). La adicion de antioxidantes redujo el aumento del
contenido de sustancias relacionadas, y el acido citrico monohidrato demostré un efecto mas pronunciado que la
metionina en la mitigacion de este aumento, mejorando asi la estabilidad de la formulacion.

Tabla 4: Resultados de sustancias relacionadas en formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 37 °C

Formulacion |Compuesto 1

Dia0 |Dia7 |Dial14 |Dia21 |Dia28 |Dia35 |Dia43 |Dia49 |Dia 56 |Dia 63
No. (mg/ml)
2-1 1,91 |2,71 3,81 429 |515 |598 6,57 |7,15 |7,86 |8,90
2-2 1,86 |3,01 |4,12 |532 [696 |7,99 [893 19,76 10,94 | 12,85
2-3 ° 1,80 12,77 |3,88 446 |5,61 6,01 6,53 16,78 |7,68 |8,90
2-4 1,92 1292 (3,80 (449 |539 (6,54 |7,04 |747 |8,62 10,13
2-5 1,83 12,90 (429 560 [7,20 [8,16 [884 9,89 10,31 |12,60
2-6 20 1,90 (2,81 3,86 1435 539 592 |6,49 6,81 7,70 19,02
2-7 1,81 12,92 13,69 (489 (594 1694 |7,50 [8,69 ]9,90 10,69
2-8 1,89 3,13 |427 |545 6,61 7,20 7,82 |8,08 9,00 10,00
2-9 40 2,01 12,99 |3,68 |4,56 |5,59 6,01 6,70 17,02 7,83 [9,11
2-10 1,95 |3,04 |3,84 (498 [630 (6,99 |7.25 |8,05 |888 (9,79
2-11 1,53 12,53 (2,95 (3,80 [4,64 |513 [594 (643 |7,33 8,48
2-12 1,51 2,51 333 1433 539 6,28 |6,74 7,23 8,71 9,08
2-13 ® 1,57 12,47 3,10 [3,78 4,73 |555 |586 [6,49 |7,32 |842
2-14 1,52 |2,51 3,31 397 |518 |598 (643 |7.11 7,80 |8,71

En la Tabla 4, se puede ver que: las formulaciones que contienen antioxidantes y aquellas que contienen conservantes
exhibieron tendencias esencialmente consistentes en los cambios de sustancias relacionadas durante el
almacenamiento acelerado prolongado a 37 °C. Se observé una diferencia mas pronunciada el dia 63: en los grupos
de concentraciones del compuesto 1 de 10 mg/ml y 60 mg/ml, el aumento de sustancias relacionadas con respecto al
dia 0 fue mayor en el grupo sin antioxidantes. En los grupos de 20 mg/ml y 40 mg/ml, las formulaciones que contienen
acido citrico muestran un menor aumento de sustancias relacionadas con respecto al dia 0. El aumento de sustancias
relacionadas en relacion con el dia 0 disminuyd con el aumento de la concentracion del compuesto 1 en todos los

grupos, lo que significa que concentraciones mas elevadas del compuesto 1 (por ejemplo, 60 mg/ml) dieron como




resultado sustancias relacionadas mas bajas. Ademas, las formulaciones que contienen NaCl pueden retrasar el
aumento de sustancias relacionadas cuando se agregan antioxidantes, en comparacion con las formulaciones que
contienen propilenglicol, y el acido citrico monohidrato muestra un efecto mas significativo que la metionina.

En resumen, los antioxidantes, en particular el acido citrico monohidrato, pueden retrasar el aumento de sustancias
relacionadas en las composiciones de las formulaciones. Entre ellos, el acido citrico monohidrato demostré un efecto
retardador mas pronunciado que la metionina, siendo asi mas favorable para mejorar la estabilidad de las

formulaciones.

2.3 Deteccion de proteinas de alto peso molecular (HMWP)
Al igual que en la seccion 2.2, el aumento de las HMWP en relacion con el Dia 0 se midio a 4 °C, 25 °Cy 37 °C para
cada formulacion en el ejemplo 2. Los resultados se muestran en las Tablas 5, 6 y 7, respectivamente.

Tabla 5: Resultados de la deteccion de HMWP para las formulaciones del compuesto 1 a 4°C

Formulaciéon No. | Compuesto (mg/ml) | Dia 0| Dia 14 | Dia 28| Dia 63

2-1 0,17 {0,19 (0,25 0,26
10

2-3 0,16 {0,19 (0,23 (0,27

2-5 0,15 (0,19 (0,23 (0,24

2-6 20 0,16 {0,19 (0,23 (0,24

2-7 0,15 10,20 (0,23 10,25

2-8 0,17 {0,19 (0,24 10,25
40

2-9 0,15 (0,19 (0,23 (0,24

2-11 0,17 (0,17 [0,23 (0,26

2-12 0,16 {0,17 [0,23 0,26
60

2-13 0,15 0,18 (0,22 10,25

2-14 0,16 {0,20 (0,24 0,26

En la Tabla 5, se puede ver que: las formulaciones que contienen antioxidantes y las que contienen conservantes
mostraron tendencias practicamente idénticas en los cambios de las HMWP durante el almacenamiento prolongado
a4°C.

Tabla 6: Resultados de la deteccion de HMWP para formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 25 °C

Formulaciéon | Compuesto 1

No. (mg/ml)

Dia 0 |Dia7 |Dia 14 |Dia 21 |Dia 28 |Dia 35 | Dia 43 | Dia 49 | Dia 56 | Dia 63

2-1 0,17 10,22 10,25 (0,30 10,40 0,44 (042 0,55 0,60 0,62
10
2-2 0,17 10,26 10,24 (0,29 0,36 |0,40 0,52 (0,59 0,66 0,73




2-3 0,16 [0,28 (0,23 0,25 0,30 |0,31 (0,33 (0,35 (0,35 0,38
2-4 0,17 10,26 0,24 (0,26 0,30 (0,32 0,34 10,36 0,37 0,40
2-5 0,15 0,27 10,25 (0,33 |0,45 (0,60 0,76 0,87 0,99 1,25
2-6 20 0,16 |0,25 (0,22 (0,24 0,28 (0,31 0,33 0,33 0,33 0,38
2-7 0,15 10,25 (0,23 (0,23 0,30 (0,33 0,36 0,37 0,39 |0,44
2-8 0,17 10,24 (0,22 (0,30 |0,48 (0,60 0,77 (0,86 0,97 |[1,11
29 40 0,15 |0,22 (0,22 (0,22 0,29 0,31 0,32 10,33 0,33 0,36
2-10 0,17 10,24 10,24 (0,25 0,30 (0,35 0,40 (045 0,48 (0,55
2-11 0,17 10,20 (0,24 (0,27 0,35 (0,37 |0,41 |048 046 0,52
2-12 0,16 |0,23 (0,26 (0,32 0,48 0,58 0,71 (0,75 0,88 |1,01
2-13 ® 0,15 |0,24 (0,22 (0,22 0,30 (0,32 0,33 0,33 0,37 042
2-14 0,16 10,22 0,23 (0,25 0,34 (0,37 |042 |046 0,49 0,57

En la Tabla 6, se puede ver que: todos los grupos mostraron un aumento pronunciado en las HMWP durante el

almacenamiento acelerado a 25 °C. En las formulaciones que contienen cloruro de sodio, el aumento de las HMWP

disminuy6 con el aumento de las concentraciones del compuesto 1, excepto en el grupo de 10 mg/ml. Esta diferencia

fue particularmente evidente en el dia 63: en los grupos de concentracion del compuesto 1 de 10 mg/ml y 60 mg/ml,

el aumento de las HMWP en relacion con el dia 0 fue menor cuando se afiadié acido citrico. En los grupos de 20

mg/ml y 40 mg/ml, el aumento de las HMWP con respecto al dia 0 fue notablemente menor en las formulaciones que

contenian 4cido citrico. La adiciéon de antioxidantes puede ralentizar el aumento del contenido de las HMWP, y el

acido citrico monohidrato muestra un efecto mas significativo que la metionina.

Tabla 7: Resultados de las HMWP en formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 37 °C

Formulacion | Compuesto 1
Dia 0 |Dia7 |Dia 14 |Dia21 |Dia 28 |Dia 35 |Dia 43 | Dia 49 |Dia 56 | Dia 63

No. (mg/ml)

2-1 0,17 10,28 (0,57 (0,76 |1,02 |1,23 |1,46 (1,64 1,86 |2,16
2-2 0,17 (0,33 10,89 1,35 |1,89 (2,40 |3,03 (3,43 |4,00 [4,48
2-3 0 0,16 (0,31 (0,31 (0,38 (0,48 0,54 0,57 (0,62 0,67 0,75
2-4 0,17 (0,21 {0,35 (0,50 0,74 (0,86 |1,29 |[1,46 |1,83 (2,19
2-5 0,15 10,35 (0,97 (1,52 |2,18 |2,65 (3,10 [3,42 (3,81 3,98
2-6 20 0,16 (0,19 (0,28 (0,35 (0,43 (0,47 0,53 (0,57 0,61 0,68
2-7 0,15 (0,22 (0,43 (0,74 |1,25 [1,56 |1,94 (2,15 2,42 2,67




2-8 0,17 (0,37 |1,03 (1,38 |1,67 1,81 2,03 (2,22 |2,43 [2,48
2-9 40 0,15 {0,20 (0,30 (0,36 0,43 (048 0,52 (0,57 0,61 |0,67
2-10 0,17 (0,23 10,54 (0,95 |L1,26 (1,43 |1,67 |[1,76 |1,91 2,16
2-11 0,17 (0,23 (041 0,59 0,78 |0,89 |1,04 (1,18 |1,24 1,53
2-12 0,16 (0,37 (0,86 (1,09 |1,33 (1,43 |1,64 |[1,70 |1,96 (2,06
2-13 ® 0,15 10,20 (0,30 (0,38 0,49 0,54 (0,59 0,64 (0,68 0,75
2-14 0,16 (0,28 (0,55 (0,84 (1,10 (1,19 |1,35 (1,39 |1,43 (1,73

En la Tabla 7, se puede ver que: en las condiciones aceleradas a 37°C, todos los grupos mostraron una tendencia
pronunciada de aumento de las HMWP. A medida que aumentaba la concentracion de la formulacion, disminuian los
niveles de las HMWP, observandose una diferencia particularmente marcada en el dia 63: en los grupos de
concentracion del compuesto 1 de 10 mg/ml y 60 mg/ml, el aumento de las HMWP en relacion con el dia 0 fue menor
después de la adicion de 4cido citrico. En los grupos de 20 mg/ml y 40 mg/ml, el aumento de las HMWP con respecto
al dia 0 fue notablemente menor en las formulaciones que contenian 4cido citrico. La adicion de antioxidantes puede
ralentizar el crecimiento de las HMWP, y el 4cido citrico monohidrato ha demostrado ser mas eficaz que la metionina.
En resumen, el antioxidante acido citrico monohidrato puede ralentizar el aumento del contenido de las HMWP en
las composiciones de las formulaciones. Entre ellos, el cido citrico monohidrato demostré un efecto retardador mas
pronunciado que la metionina, siendo asi mas favorable para mejorar la estabilidad de las formulaciones.

La eliminacién del conservante (fenol) y la sustitucion del regulador de presion osmética (propilenglicol — NaCl)
dan como resultado un aumento significativo de los niveles de sustancias relacionadas y de las HMWP en las
formulaciones. La adicion de antioxidantes puede reducir notablemente el aumento de sustancias relacionadas y de
las HMWP, el 4cido citrico monohidrato es més eficaz que la metionina. En consecuencia, finalmente se selecciond

el acido citrico monohidrato como antioxidante en las formulaciones del compuesto 1.

Ejemplo 3: Determinacion de la estabilidad quimica de las formulaciones

3.1 Preparacion de formulaciones

Se comprobo la estabilidad de las formulaciones utilizando cloruro de sodio y propilenglicol como reguladores de la
presiéon osmotica. Las formulaciones se prepararon y envasaron en cartuchos ensamblados. Los disefios de
formulacion de las formulaciones que contienen el regulador de la presion osmotica se muestran en la Tabla 8:

Tabla 8: Formulaciones del compuesto 1

Acido citrico
Formulaciéon |Compuesto 1  |NaoHPO4 | NaCl Fenol Propilenglicol Reposicion
monohidrato  |pH
No. (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) | (mg/ml) |(mg/ml) (M) de nitrégeno
m

3-1 30 1,42 — 5,5 14 — 73 |—




3-3

3-4

3-5

3-6

3-7

3-8

3-9

3-10

8,25

Reemplazado

Reemplazado
5

Reemplazado

Reemplazado
5

Reemplazado

3.2 Deteccion de sustancias relacionadas

Las formulaciones 3-1 a 3-10 descritas anteriormente se envasaron en cartuchos precargados y se realizaron los

estudios de estabilidad a 4°C, 25°C y 37°C. En el Ejemplo 3, se midié el aumento de sustancias relacionadas en

diferentes dias en comparacion con el dia 0 para cada formulacion (formulaciones 3-1 a 3-10). Los resultados de las

pruebas se muestran en las Tablas 9, 10 y 11, respectivamente.

Tabla 9: Resultados de sustancias relacionadas para las formulaciones del compuesto 1 a 4°C

Formulacion No. |Dia 0| Dia 17| Dia 28 | Dia 56
3-1 2,71 2,64 |2,58 3,06
3-2 2,76 2,67 (2,70 3,08
3-3 2,74 12,70 (2,69 3,12
34 2,73 12,83 |2,65 (3,08
3-5 2,78 2,74 2,72 |3,15
3-6 2,99 2,88 (2,73 |3,04
3-7 3,03 2,85 (2,76 3,09
3-8 2,86 {291 (2,81 (3,09
39 2,85 12,99 (2,85 3,10
3-10 3,02 2,88 (2,86 (3,07

En la Tabla 9, se puede ver que: las tendencias en los cambios de sustancias relacionadas fueron esencialmente

consistentes en todos los grupos durante el almacenamiento prolongado a 4 °C. Los dos reguladores de presion

osmotica diferentes practicamente no tuvieron efecto sobre la estabilidad (contenido de sustancias relacionadas) de

las formulaciones del compuesto 1 durante el almacenamiento prolongado de 56 dias a 4 °C.




Tabla 10: Contenido de sustancias relacionadas en formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 25 °C

Formulacion No. | Dia 0| Dia 7|Dia 17| Dia 21 | Dia 28 | Dia 35 | Dia 42 | Dia 49 | Dia 56
3-1 2,71 |3,18 3,07 2,91 3,32 (3,51 (3,51 |3,11 |4,08
3-2 2,76 (3,27 [3,18 (2,93 |3,26 |3,55 3,45 |3,06 |4,14
3-3 2,74 |3,54 13,47 |3,16 |3,27 |4,09 |4,16 |4,07 |5,58
3-4 2,73 |3,21 [3,06 3,09 |3,13 |3,83 4,01 [3,62 |4.,85
3-5 2,78 |3,14 {3,00 2,93 2,85 (3,50 (3,39 |3,08 |3,91
3-6 2,99 (3,66 (2,97 (2,98 |2,74 (3,51 (3,42 |2,83 3,80
3-7 3,03 13,27 (3,12 |3,16 (2,89 [3,88 3,82 [3,41 |4,78
3-8 2,86 13,26 (3,11 3,09 [2,95 |3,80 3,69 [3,23 |4.45
3-9 2,85 |3,40 3,10 3,08 |2,87 (3,70 (3,53 3,07 3,99
3-10 3,02 13,40 (3,09 |3,03 |2,85 (3,67 |3,57 |3,05 (4,00

En la Tabla 10, se puede ver que: las tendencias en los cambios de sustancias relacionadas durante el almacenamiento
acelerado a 25 °C fueron esencialmente consistentes en todos los grupos. Se puede ver que el cloruro de sodio, cuando
se utiliza como regulador de la presién osmotica, da como resultado un crecimiento mas lento de las sustancias
relacionadas en comparacion con el propilenglicol. Ademas, el desplazamiento del nitrogeno redujo eficazmente la
tasa de aumento de las sustancias relacionadas. Las comparaciones entre los grupos 3-5 y 3-3, asi como entre los
grupos 3-9 y 3-7, revelaron que las tasas de crecimiento de las sustancias relacionadas en ambos grupos se redujeron
significativamente después de la adicion de 4cido citrico. Sin embargo, el desplazamiento de nitrogeno debido a la
presencia de antioxidantes no afectd significativamente la reduccion en las tasas de crecimiento de estas sustancias.

Tabla 11: Resultados para sustancias relacionadas en formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 37°C

Formulacion No. | Dia 0| Dia 7| Dia 17| Dia 21 | Dia 28| Dia 35 | Dia 42 | Dia 49 | Dia 56
3-1 2,71 13,35 |436 (4,44 (482 6,07 (6,70 [6,99 8,77
3-2 2,76 3,37 4,28 (4,45 |4,77 6,10 [6,55 |6,64 |8,44
3-3 2,74 |3,82 [5,86 6,02 |6,11 (7,33 (7,78 |8,50 |10,40
3-4 2,73 13,69 4,62 (4,92 |4,52 (6,46 |7,08 |6,96 |8,80
3-5 2,78 (3,35 |4,34 (4,54 4,76 |598 6,13 |6,13 |7,83
3-6 2,99 3,41 (3,92 (4,59 (4,84 (596 (598 |6,14 |7,73
3-7 3,03 (3,82 4,89 6,07 |6,54 |7,95 |8,55 |8,78 |11,09
3-8 2,86 3,70 [4,42 5,00 |[552 (6,87 |[7,11 |7,56 (9,40




3-9 2,85 13,60 [4,04 (4,74 502 6,19 (645 6,53 |8&17

3-10 3,02 [3,50 (4,14 (4,65 |5,07 6,02 6,38 6,64 8,22

En la Tabla 11, se puede ver que: las tendencias en los cambios de sustancias relacionadas durante el almacenamiento
acelerado a 37 °C fueron esencialmente consistentes en todos los grupos. Las comparaciones entre los grupos 3-1, 3-
3y 3-7, asi como entre los grupos 3-2, 3-4 y 3-8, revelaron que las sustancias relacionadas aumentaron después de la
eliminacién del fenol. La tasa de aumento es comparable entre las formulaciones que utilizan cloruro de sodio y las
que utilizan propilenglicol como regulador de la presiéon osmotica. El desplazamiento del nitrogeno redujo
eficazmente la tasa de aumento de las sustancias relacionadas. Las comparaciones entre los grupos 3-5 y 3-3, asi
como entre los grupos 3-9 y 3-7, revelaron que las tasas de crecimiento de las sustancias relacionadas en los grupos
con diferentes reguladores de la presion osmética se redujeron después de la adicion de acido citrico. La comparacion
entre los grupos 3-5 y 3-6, y entre los grupos 3-9 y 3-10 reveld que: el desplazamiento de nitrogeno debido a la
presencia de antioxidantes no redujo significativamente la tasa de aumento de sustancias relacionadas.

3.3 Deteccion de HMWP

Al igual que en la seccion 2.3, el aumento de las HMWP en relacion con el Dia 0 se midié a 4 °C, 25 °Cy 37 °C para
cada formulacién en el ejemplo 3. Los resultados se muestran en las Tablas 12, 13 y 14, respectivamente.

Tabla 12: Resultados de las HMWP para formulaciones del compuesto 1 después de un almacenamiento prolongado

a4°C

Formulacion No. |Dia 0| Dia 17| Dia 28 | Dia 56
3-1 0,25 10,26 [0,26 10,27
3-2 0,25 10,26 (0,25 10,27
3-3 0,25 10,26 [0,26 10,27
3-4 0,26 (0,27 (0,27 10,27
3-5 0,25 10,26 0,26 0,26
3-6 0,26 [0,26 (0,26 (0,26
3-7 0,25 10,25 (0,27 10,28
3-8 0,27 10,29 (0,28 0,27
39 0,26 [0,28 10,27 10,26
3-10 0,26 [0,29 10,27 10,30

En la Tabla 12, se puede ver que: las tendencias en los cambios de las HMWP durante el almacenamiento prolongado
a 4 °C fueron esencialmente consistentes en todos los grupos. Los dos reguladores de la presion osmética diferentes
practicamente no tuvieron efecto sobre la estabilidad (contenido de HMWP) de las formulaciones del compuesto 1
durante el almacenamiento prolongado de 56 dias a 4 °C.

Tabla 13: Contenido de HMWP en formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 25 °C



Formulacion No. | Dia 0| Dia 7| Dia 17| Dia 21 | Dia 28| Dia 35 | Dia 42 | Dia 49 | Dia 56
3-1 0,25 10,27 (0,32 0,29 (0,36 (0,39 |0,46 |0,46 0,51
3-2 0,25 10,27 (0,31 |0,30 (0,36 (0,35 |0,43 (0,46 (047
3-3 0,25 10,28 (0,49 (0,61 (0,87 |1,05 |1,40 |1,61 |1.,88
3-4 0,26 10,31 (0,47 0,50 (0,70 (0,80 |1,02 |1,20 |1,42
3-5 0,25 10,26 (0,28 0,31 (0,31 (0,30 |0,32 (0,34 0,36
3-6 0,26 10,26 (0,28 0,28 10,33 (0,30 |0,32 (0,33 0,36
3-7 0,25 10,27 (0,34 0,36 (0,55 (0,60 |0,79 (0,90 1,07
3-8 0,27 10,27 (0,36 |0,36 (0,46 (0,52 |0,63 |0,72 0,81
3-9 0,26 10,26 (0,32 |0,30 (0,30 (0,32 |0,35 (0,33 0,36
3-10 0,26 10,26 (0,31 |0,30 (0,30 (0,32 0,37 |0,34 0,35

En la Tabla 13, se puede ver que: las tendencias en los cambios de las HMWP durante el almacenamiento acelerado
a 25°C fueron esencialmente consistentes en todos los grupos. Las comparaciones entre los grupos 1, 3 y 7, asi como
entre los grupos 2, 4 y 8, revelaron que la eliminacion del fenol dio como resultado un aumento de las HMWP. Entre
estos, el grupo que utilizo el regulador osmoético de cloruro de sodio mostr6 un crecimiento mas lento de las HMWP
en comparacion con el grupo que utilizé el regulador osmotico de propilenglicol. El desplazamiento del nitrogeno
redujo la tasa de aumento de las HMWP. Las comparaciones entre los grupos 5 y 9 revelaron que la tasa de aumento
de las HMWP en ambos grupos con diferentes reguladores de presion osmotica se ralentizé después de la adicion de
acido citrico. Sin embargo, el desplazamiento de nitrogeno en funcioén de la presencia de antioxidantes no redujo
significativamente el aumento de las HMWP.

Tabla 14: Resultados de las HMWP en formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 37 °C

Formulacion No. | Dia 0| Dia 7| Dia 17| Dia 21 | Dia 28| Dia 35 | Dia 42 | Dia 49 | Dia 56
3-1 0,25 10,36 (0,61 0,68 0,84 0,99 |1,26 1,36 |1,60
3-2 0,25 (0,34 (0,53 0,60 |0,70 0,81 0,99 |1,13 |1,28
3-3 0,25 10,87 (1,91 |2,01 (2,25 (241 |2,69 |2,86 (3,13
3-4 0,26 10,70 (1,03 |1,19 |1,37 |147 |1,76 |1,86 |2,18
3-5 0,25 10,32 (0,38 |0,41 (045 (046 0,59 0,60 0,65
3-6 0,26 0,30 (0,37 0,39 |0,43 |0,46 |0,51 |0,54 0,55
3-7 0,25 0,55 (1,42 1,71 (2,16 (2,45 (2,82 2,99 (3,30
3-8 0,27 10,47 (1,14 |1,11 |1,36 (1,46 |1,78 |1,92 2,21




3-9 0,26 0,34 (0,43 |0,38 (0,45 (0,49 (0,59 (0,61 0,63

3-10 0,26 [0,36 (0,41 0,39 (0,43 (045 (0,52 (0,51 |0,56

Entre ellas, las formulaciones que contienen cloruro de sodio como regulador de la presion osmoética muestran un
aumento ligeramente mas lento que las que contienen propilenglicol como regulador de la presion osmotica durante
los primeros 28 dias. Una comparacion entre los grupos 3-5 y 3-9 indica que, en las formulaciones que contienen
diferentes reguladores de la presion osmética, la adicion de acido citrico reduce la tasa de aumento de las HMWP en
ambos grupos.

En resumen, las formulaciones que contienen cloruro de sodio como regulador de la presion osmotica demostraron
una estabilidad superior en condiciones aceleradas (25 °C) en comparacion con aquellas que utilizan propilenglicol
como regulador de la presion osmdtica. La adicion del antioxidante acido citrico monohidrato redujo
significativamente el aumento de sustancias relacionadas y de HMWP, lo que muestra una mejor estabilidad en

pruebas de estabilidad acelerada que las formulaciones que contienen el conservante fenol.

Ejemplo 4: Efecto de los dispositivos en la estabilidad de la formulacion

4.1 Preparacion de formulaciones

El compuesto 1 se disolvid en una solucion de fosfato de hidrogeno disédico hasta alcanzar las concentraciones
finales indicadas en la Tabla 15. Segtn las cantidades de cada componente que figuran en la tabla siguiente, se agrego
cada solucion excipiente de forma secuencial y se ajustd el pH a los valores indicados en la tabla siguiente. Las
formulaciones finales, tal como se muestran en la Tabla 15, se produjeron y se envasaron en los dispositivos
correspondientes, a saber, cartuchos ensamblados, cartuchos precargados y jeringas precargadas.

Tabla 15: Formulaciones para el compuesto 1

Acido citrico
Formulaci |Compuesto 1 |Na,HPO4 |NaCl Fenol |Propilenglicol Dispositivo
monohidrato pH
on No. (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) | (mg/ml) |(mg/ml) s
(mM)
4-1 2 5,5 14 Cartucho
42 48 ensamblado
Cartucho
4-3
precargado
2
1,42 .
4 73 Jeringa
5,5 precargada
e — 5
Cartucho
4-5
precargado
48
Jeringa
4-6
precargada




4.2 Deteccion de sustancias relacionadas

Las formulaciones 4-1 a 4-6 descritas anteriormente se envasaron en sus dispositivos correspondientes y se
sometieron a estudios de estabilidad a 4 °C, 25 °C y 37 °C. El aumento de las sustancias relacionadas con respecto
al dia 0 para cada formulacion que figura en la Tabla 15 se midié en diferentes momentos. Los resultados de las
pruebas se muestran en las Tablas 16, 17 y 18, respectivamente.

Tabla 16: Resultados de sustancias relacionadas para formulaciones del compuesto 1 con almacenamiento prolongado

a4°C

Formulacion No. | Compuesto 1 (mg/ml) | Dia 0| Dia 14 | Dia 28
4-1 2 1,85 | 1,98 (1,99
4-2 48 1,80 |1,93 |[1,91
4-3 2 1,82 1,96 [2,05
4-4 2 1,82 12,02 (2,02
4-5 48 1,83 [1,92 2,04
4-6 48 1,83 |1,92 (1,97

En la Tabla 16, se puede ver que: las tendencias de cambio en las sustancias relacionadas para cada grupo fueron
sustancialmente consistentes durante el almacenamiento prolongado a 4 °C. No hubo diferencias significativas en las
sustancias relacionadas entre los grupos, y los diferentes dispositivos no tuvieron efectos significativos en la
estabilidad de las formulaciones del compuesto 1.

Tabla 17: Comparacion de los resultados de sustancias relacionadas para las formulaciones del compuesto 1 en

condiciones aceleradas a 25 °C

Formulacion

Compuesto 1 (mg/ml) |Dia 0 |Dia 7 |Dia 14 |Dia 21 |Dia 28
N.°
4-2 48 1,80 2,06 (2,24 |2,55 (2,40
4-5 48 1,83 1,98 (2,14 |2,34 (2,44
4-6 48 1,83 |1,96 |2,11 |2,45 (2,45

En la Tabla 17, se puede ver que, los diferentes dispositivos no tuvieron efectos significativos sobre la estabilidad de
las formulaciones del Compuesto 1.

Tabla 18: Resultados de sustancias relacionadas para formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 37 °C

Formulacion

Compuesto 1 (mg/ml) |Dia 0 |Dia7 |Dia 14 |Dia 21 |Dia 28
N.°
4-2 48 1,80 (2,47 [3,15 |3,86 |4,55

4-3 2 1,82 12,63 (3,19 [3,95 |4,55




4-6 48 1,83 12,47 (3,17 (3,81 4,63

En la Tabla 18, se puede ver que, los diferentes dispositivos no tuvieron efectos significativos sobre la estabilidad de
las formulaciones del Compuesto 1.

4.3 Deteccion de HMWP

De forma similar a la Seccion 4.2, el aumento de las HMWP en relacion con el dia 0 se midié a 4 °C, 25 °C y 37 °C
para cada formulacion en la Tabla 18. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 19, 20 y 21,
respectivamente.

Tabla 19: Contenido de las HMWP de las formulaciones del compuesto 1 en condiciones prolongadas a 4 °C en un

experimento comparativo

Formulaciéon No. Compuesto 1 (mg/ml) Dia0 |Dia14 |Dia28
4-1 2 0,26 0,25 0,28
4-2 48 0,25 0,23 0,27
4-3 2 0,24 0,23 0,27
4-4 2 0,24 0,23 0,23
4-5 48 0,26 (0,27 0,22
4-6 48 0,26 0,23 0,26

En la Tabla 19, se puede ver que: los diferentes dispositivos no tuvieron un efecto significativo en la estabilidad

(contenido de HMWP) de las formulaciones del Compuesto 1 durante el almacenamiento prolongado de 28 dias a

4 °C.

Tabla 20: Cambios de las HMWP en formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 25 °C

Formulacion No. Compuesto 1 (mg/ml) Dia0 |Dia7 |Dial4 |Dia21 |Dia28
4-3 2 0,24 10,28 0,27 0,29 0,35
4-4 2 0,24 10,30 0,30 0,38 0,29
4-5 48 0,26 0,29 0,29 0,34 0,28
4-6 48 0,26 10,29 0,26 0,29 0,33

En la Tabla 20, se puede ver que: los diferentes dispositivos no tuvieron efectos significativos sobre la estabilidad de

las formulaciones del compuesto 1.

Tabla 21: Resultados de las HMWP en condiciones aceleradas a 37 °C para dispositivos de solucion de inyeccion del

compuesto 1 en un experimento de comparacion

Formulacion No.

Compuesto 1 (mg/ml)

Dia 0

Dia 7

Dia 14

Dia 21

Dia 28




4-4 2 0,24 10,41 0,35 0,57 0,49

4-5 48 0,26 0,33 10,37 0,47 0,39

4-6 48 0,26 0,33 0,35 0,43 0,48

En la Tabla 21, se puede ver que: al comparar los grupos 4-3 con el 4-4, asi como los grupos 4-5 con el 4-6, las
tendencias de cambio en las HMWP para cada grupo fueron esencialmente consistentes durante el almacenamiento
acelerado a 37 °C: no hubo diferencias significativas en las HMWP entre los cartuchos precargados y las jeringas
precargadas. Los cambios en las sustancias relacionadas de los grupos 4-3 y 4-4 fueron ligeramente superiores a los

del grupo 4-1. Al comparar los grupos 4-5 y 4-6 con el grupo 4-2, no se observaron diferencias significativas.

Ejemplo 5: Efecto de la concentracion del péptido GLP-1 en la estabilidad de la formulacion

5.1 Preparacion de formulaciones

Las concentraciones del compuesto 1 en las formulaciones se dividieron en cuatro niveles de concentracion (6 mg/ml,
12 mg/ml, 24 mg/ml y 48 mg/ml), con una concentracion de cloruro de sodio de 6 mg/ml. Se realizaron estudios de
estabilidad en formulaciones del compuesto 1 en estos cuatro niveles de concentracion. No se realizé la reposicion
de nitrégeno en ninguno de los grupos experimentales. El disefio experimental para la confirmacion de la
concentracion de la formulacion se muestra en la Tabla 22 a continuacion:

Tabla 22: Formulaciones del compuesto 1

Compuesto 1 |Na,HPO4 |NaCl Fenol |Propilenglicol |Acido citrico
Formulaciones pH
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) | (mg/ml) monohidrato
5-1 5 5,5
R 14 S
5-2 30
5-3 6
1,42 7,3
5-4 12 —
6  — SmM
5-5 24
5-6 48

5.2 Deteccion de sustancias relacionadas

Las formulaciones mencionadas anteriormente 5-1 a 5-6 se envasaron en sus dispositivos correspondientes y se
sometieron a estudios de estabilidad a 4 °C, 25 °C y 37 °C. El aumento de sustancias relacionadas a lo largo de
diferentes dias en relacion con el dia 0 se midi6 para cada formulacion indicada en la Tabla 22, como se muestra en
las Tablas 23, 24 y 25 respectivamente.

Tabla 23: Resultados de sustancias relacionadas para formulaciones del compuesto 1 con almacenamiento prolongado

a4°C

Formulaciones Compuesto 1 (mg/ml) [Dia0 |Dia 14 |Dia 28




5-1 5 1,95 2,05 1,90
5-2 30 1,95 |2,15 1,80
5-3 6 2,01 2,13 1,87
5-4 12 1,94 2,07 1,78
5-5 24 2,06 2,27 2,03
5-6 48 2,16 |2,11 2,16

En la Tabla 23, se puede ver que: las tendencias en los cambios de sustancias relacionadas para cada grupo fueron
esencialmente consistentes durante el almacenamiento prolongado a 4 °C. Las diferentes formulaciones no tuvieron
un efecto significativo en la estabilidad (contenido de sustancias relacionadas) de las formulaciones del compuesto 1
durante el almacenamiento prolongado de 28 dias a 4 °C.

Tabla 24: Resultados de sustancias relacionadas para formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 25 °C

Formulaciones Compuesto 1 (mg/ml) |Dia0 |Dia7 |Dia 14 |Dia21 |Dia 28
5-3 6 2,01 |2,02 |2,24 2,09 2,51
5-4 12 1,94 (2,07 |2,23 2,14 2,49
5-5 24 2,06 2,05 |2,23 2,12 2,45
5-6 48 2,16 |2,15 (2,27 2,21 2,52

En la Tabla 24, se puede ver que: las tendencias en los cambios de sustancias relacionadas entre los grupos fueron
esencialmente consistentes durante el almacenamiento acelerado a 25 °C. No se observaron diferencias significativas

en las sustancias relacionadas entre los grupos 5-3 a 5-6.

Tabla 25: Resultados de sustancias relacionadas para formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 37 °C

Formulaciones |Compuesto 1 (mg/ml) |Dia0 |Dia7 |Dia 14 |Dia 21 |Dia 28
5-1 5 1,95 |2,42 3,28 3,83 4,67
5-3 6 2,01 {248 (3,20 (3,69 |4,87
5-4 12 1,94 (2,44 |3,24 |3,59 |4,65
5-5 24 2,06 |2,61 [3,25 3,60 (4,58
5-6 48 2,16 (2,52 |3,30 (3,82 |4,73

En la Tabla 25, se puede ver que: las sustancias relacionadas en cada grupo mostraron una tendencia creciente durante
el almacenamiento acelerado a 37 °C. No se observaron diferencias significativas en las sustancias relacionadas entre

los grupos.



5.3 Deteccion de HMWP

De forma similar a la Seccion 5.2, el aumento de las HMWP en relacion con el dia 0 se midié a 4 °C, 25 °C y 37 °C
para cada formulacion en la Tabla 22. Los resultados de la deteccion se muestran en las Tablas 26, 27 y 28,
respectivamente.

Tabla 26: Resultado de las HMWP para las formulaciones del compuesto 1 a 4 °C

Formulaciones |Compuesto 1 (mg/ml) |Dia0 |Dia 14 |Dia 28
5-1 5 0,22 (0,26 0,26
5-2 30 0,22 (0,26 0,26
5-3 6 0,22 (0,27 0,26
5-4 12 0,23 (0,26 0,27
5-5 24 0,22 10,25 0,25
5-6 48 0,23 (0,26 0,25

En la Tabla 26, se puede ver que: las tendencias en los cambios en las HMWP para cada grupo fueron esencialmente
consistentes durante el almacenamiento prolongado a 4 °C. Las diferentes formulaciones no tuvieron un efecto
significativo en la estabilidad (contenido de HMWP) de las formulaciones del compuesto 1 durante almacenamiento

prolongado de 28 dias a 4 °C.

Tabla 27: Resultados de las HMWP para los experimentos de confirmacion de la concentracion de la formulacion del

compuesto 1 en condiciones aceleradas a 25 °C

Formulaciones Compuesto 1 (mg/ml) Dia0 |Dia7 |Dial4 |Dia2l Dia 28
5-1 5 0,22 0,29 0,33 0,42 0,37
5-3 6 0,22 0,28 0,33 0,34 0,32
5-4 12 0,23 0,28 0,31 0,32 0,31
5-5 24 0,22 0,27 0,30 0,32 0,31
5-6 48 0,23 0,26 0,30 0,32 0,30

En la Tabla 27, se puede ver que: las HMWP de cada grupo mostraron una tendencia creciente durante el

almacenamiento acelerado a 25 °C, sin observarse diferencias significativas entre ellas.

Tabla 28: Resultados de las HMWP para el experimento de confirmacion de la concentracion de la formulacion del

compuesto 1 en condiciones aceleradas a 37 °C

Formulaciones Compuesto 1 (mg/ml) Dia0 |Dia7 |Dial4 |Dia2l |Dia28

5-3 6 0,22 10,38 |0,46 0,57 0,55




5-4 12 0,23 (0,32 (0,42 0,48 0,51
5-5 24 0,22 0,33 (0,42 0,49 0,47
5-6 48 0,23 10,32 (0,40 0,46 0,49

En la Tabla 28, se puede ver que: las sustancias relacionadas de cada grupo mostraron una tendencia creciente durante

el almacenamiento acelerado a 37 °C, sin observarse diferencias significativas entre ellas.

Ejemplo 6: Efecto de la concentracion del regulador de la presion osmotica en la formulacion

En las formulaciones del compuesto 1, se utilizé el regulador de la presién osmotica, cloruro de sodio, principalmente
para regular la presion osmotica dentro de las formulaciones. Las diferentes concentraciones del compuesto 1 (con
todos los demads excipientes en concentraciones idénticas) dieron como resultado diferentes presiones osméticas. La
presioén osmotica en la concentracion maxima de formulacion de 48 mg/ml se aproxima al limite superior de la presion
osmotica humana normal (280-310 mOsmol/kg), especificamente 310 mOsmol/kg. La presion osmoética a la
concentraciéon minima de la formulacion de 6 mg/ml se aproxima al limite inferior de la presion osmoética humana

normal (280 mOsmol/kg). En los experimentos no se realizé desplazamiento ni empaquetamiento de nitrégeno. El

disefio y los resultados de la concentracion del regulador de la presion osmotica se muestran en la Tabla 29:

Tabla 29: Formulaciones del compuesto 1 y resultados de la presion osmotica

Acido citrico Presion
Formulacion NaCl Compuesto 1 | Na;HPO4
monohidrato pH osmotica
No. (mg/ml) | (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml) (mOsmol/kg)
6-1 0 235
6-2 6 239
1,05
6-3 6 12 1,42 7,3 253
(5mM)
6-4 24 260
6-5 48 285
6-6 0 268
6-7 6 273
1,05
6-8 7 12 1,42 7,3 283
(5mM)
6-9 24 294
6-10 48 320

Como se muestra en la tabla anterior, los resultados de la presion osmética indicaron que, a una concentracion de
cloruro de sodio de 7 mg/ml, la presién osmotica de la concentracion minima de la formulacion de 6 mg/ml es de

273 mOsmol/kg, aproximandose a la presion osmoética humana normal minima de 280 mOsmol/kg. La presion




osmdtica de las formulaciones a la concentracion maxima de 48 mg/ml es de 320 mOsmol/kg, aproximandose al

limite superior de la osmolaridad humana normal de 310 mOsmol/kg.

Ejemplo 7: Efecto de la concentracion de acido citrico en la estabilidad de la formulacion

El acido citrico en las formulaciones puede causar dolor en el sitio de la inyeccion. La reduccion de la concentracion
de acido citrico puede aliviar el dolor inducido por el 4cido citrico (Ya Lan Yangl and Ted Weita Lail,2,3. Citric Acid
in Drug Formulations Causes Pain by Potentiating Acid-Sensing lon Channel 1 (El acido citrico presente en las
formulaciones farmacologicas provoca dolor al potenciar el canal idnico sensible al 4acido 1) [J]. The Journal of
Neuroscience, May 26, 202141(21):4596—4606). Por lo tanto, es necesario identificar una concentracion optima de
acido citrico que minimice el dolor al mimso tiempo que mantiene una buena estabilidad.

7.1 Estudio sobre el efecto de la concentracion de acido citrico (0,005 mM—-10 mM) en la estabilidad de la
formulacion

Se estudio el efecto de concentraciones de acido citrico que varian entre 0,005 mM y 10 mM sobre la estabilidad de
la formulacion. Se selecciond una formulacion de 2 mg/ml del compuesto 1 (con los demas componentes idénticos a
la Formulacién 5-1) para realizar pruebas de estabilidad en condiciones aceleradas a 37 °C.

Tabla 30: Efecto del 4cido citrico 0,005 mM-0,1 mM sobre la estabilidad (contenido de HMWP)

Formulacién |Formulacione

No. S
7-1 Acido citrico
0,3 0,61 0,97 1,25 1,58 2,09 (2,12 (2,76 [2,66 |3,12 3,36
0 mM
7-2 Acido citrico
0,32 0,53 1,07 10,93 1,14 1,47 1,54 1,76 1,87 (2,11 2,25
0,1 mM
7-3 Acido citrico
0,29 0,53 0,84 1,02 1,21 1,62 1,84 1,96 (2,21 2,51 2,64
0,05 mM
7-3 0,01 mM
. 0,29 (0,59 10,89 1,14 1,35 2,23 1,96 |24 2,5 2,79 (2,98
Acido citrico
7-4 0,005 mM

. 0,31 0,6 0,9 1,21 1,42 2,32 (2,16 |2,41 2,54 (3,17 3,19
Acido citrico

Tabla 31: Efecto del acido citrico de 0,1 mM a 1 mM sobre la estabilidad (contenido de HMWP)

Formulaciones Dia 0|Dia 7|Dia 14

Acido citrico0mM 0,31 [1,29 {2,09

Acido citrico 0,1 mM | 0,34 |[1,01 |1,63

Acido citrico 0,2 mM | 0,34 [0,94 |1,51

Dia0 |Dia7 |Dia 14 |Dia21 |Dia28 |Dia 36 |Dia42 |Dia 49 |Dia 56 | Dia 65 |Dia 70




Acido citrico 0,5 mM

0,33

0,74

1,31

Acido citrico 1 mM

0,34

0,73

1,24

Tabla 32: Efecto del acido citrico 1 mM—10 mM sobre la estabilidad (contenido de HMWP)

Formulaciones Dia0 |Dia7 |Dial4 |Dial8 |[Dia35 |Dia4l |Dia49 |Dia55 |Dia 63 |Dia 69
Acido citrico 0 mM | 0,25 1,16 2,02 2,45 3,68 4,36 4,48 4,79 5,25 |5,82
Acido citrico 1 mM | 0,27 0,62 1,15 1,4 2,11 2,59 2,64 2,78 3,06 3,57
Acido citrico 2 mM | 0,28 0,62 1,15 1,37 2,06 2,65 2,55 2,9 3,02 3,47
Acido citrico 5 mM | 0,29 0,8 1,23 1,43 2,07 2,73 2,6 2,8 3,06 3,46
Acido citrico 10 mM | 0,26 0,8 1,18 1,46 2,04 2,71 2,5 2,77 2,97 3,44

Tabla 33: Efecto del acido citrico de 1 mM a 10 mM sobre la estabilidad (contenido de sustancias relacionadas)

Formulaciones Dia 0 Dia7 |Dial4 |Dial8 |Dia35 |Dia4l |Dia49 |Dia 55 |Dia 63 |Dia 69
Acido citrico0mM 97,42 93,49 92,19 |91,68 87,83 88,09 [87,20 |87,06 (84,44 |84,28
Acido citrico 1 mM 97,64 93,97 |92,93 92,44 190,23 89,74 |88,64 |88,78 |87.,85 |86,36
Acido citrico2mM 97,59 93,69 |92,75 92,43 90,35 89,70 |88,80 |88,90 |87,87 |86,45
Acido citrico 5SmM 97,57 93,58 92,48 92,34 90,09 |89,55 |88,63 |88,75 (87,75 |86,33
Acido citrico 10 mM [97,63 93,48 [92,49  |92,09 90,19 89,05 |88,33 |88,49 (87,73 |86,48

Los tres experimentos anteriores demuestran que, en concentraciones de acido citrico que van desde 0,005 mM hasta

1 mM, la tendencia de crecimiento de las HMWP disminuye a medida que aumenta la concentracion de acido citrico;

no hay ningtn efecto sobre los cambios en las sustancias relacionadas. En concentraciones de &cido citrico que oscilan

entre | mM y 10 mM, la adicidén de acido citrico reduce las tendencias de crecimiento de las sustancias relacionadas

y de las HMWP, pero esta reduccion no cambia al aumentar la concentracion de 4cido citrico.

7.2 Estudio sobre el efecto del acido citrico en la estabilidad de la formulacion

Formulaciones del compuesto 1

Excipientes de la formulacion

7.2-1 7.2-2 7.2-3 7.2-4 7.2-5
Fenol 55mg/ml |—— — — —
Propilenglicol 14 mg/ml |14 mg/ml 14 mg/ml |—— —_—
Cloruro de sodio —_— —_— —_— 7 mg/ml 7 mg/ml
Acido citrico monohidrato —_— —_— 5SmM —_— 5mM

Fosfato de hidrégeno disodico

1,42 mg/ml




Se evalud la estabilidad de las formulaciones que contienen el compuesto 1 a una concentracion de 2 mg/ml en
condiciones aceleradas a 37 °C. Se realizaron estudios de estabilidad acelerada (contenido de HMWP) para cada
formulacion a 37 °C, cuyos resultados se muestran en las Tablas 34 y 35.

Tabla 34: Efecto del acido citrico 5 mM en la estabilidad de la formulacion (contenido de HMWP)

Formulacion No. Dia0 |Dia7 |Dial7 |Dia2l1 |[Dia28 |Dia35 |Dia42 |Dia49 |Dia56
7.2-1 0,25 10,36 0,61 0,68 0,84 0,99 1,26 1,36 1,60
7.2-2 0,25 10,87 |1,91 2,01 2,25 2,41 2,69 2,86 3,13
7.2-3 0,25 10,32 10,38 0,41 0,45 0,46 0,59 0,60 0,65
7.2-4 0,25 10,55 |1,42 1,71 2,16 2,45 2,82 2,99 3,30
7.2-5 0,26 10,34 0,43 0,38 0,45 0,49 0,59 0,61 0,63

Tabla 35: Efecto del acido citrico 5 mM sobre la estabilidad (contenido de sustancias relacionadas) de cada

formulacion
Formulaciones Dia0 |Dia7 |Dial7 |Dia21 |Dia28 |Dia35 |Dia42 |Dia49 |Dia56
7.2-1 0,25 10,36 0,61 0,68 0,84 0,99 1,26 1,36 1,60
7.2-2 0,25 10,87 |1,91 2,01 2,25 2,41 2,69 2,86 3,13
7.2-3 0,25 10,32 10,38 0,41 0,45 0,46 0,59 0,60 0,65
7.2-4 0,25 10,55 |1,42 1,71 2,16 2,45 2,82 2,99 3,30
7.2-5 0,26 10,34 0,43 0,38 0,45 0,49 0,59 0,61 0,63

En las Tablas 34 y 35 anteriores, se puede ver que: las concentraciones de 4cido citrico que varian de ] mM a 10 mM
contribuyen a mejorar la estabilidad de las formulaciones del compuesto 1, sin que se observen diferencias
significativas en sus efectos estabilizadores en este rango de concentracion.

7.3 Efecto de la concentracion de acido citrico sobre la estabilidad de las formulaciones del compuesto 1 a diferentes
concentraciones

7.3.1 Preparacion de formulaciones

Se seleccionaron formulaciones del compuesto 1 en concentraciones bajas (3 mg/ml) y altas (48 mg/ml) para estudios
de concentracion de acido citrico. Las formulaciones 1 a 10 se prepararon tal como se muestra en la Tabla 36 siguiente.

Tabla 36: Formulaciones del compuesto 1

Formulacion Compuesto 1| Acido citrico Na,HPO4 |NaCl H
p
No. (mg/ml) monohidrato (mM) | (mg/ml) (mg/ml)
7.3-1 0
3 1,42 7 7,3
7.3-2 0,5




Formulacion Compuesto 1 | Acido citrico Na,HPO4 |NaCl

No. (mg/ml) monohidrato (mM) |(mg/ml) (mg/ml) pH
7.3-3 1

7.3-4 2

7.3-5 5

7.3-6 0

7.3-7 0,5

7.3-8 48 1

7.3-9 2

7.3-10 5

7.3.2 Deteccion de sustancias relacionadas

Las formulaciones 7.3-1 a 7.3-10 descritas anteriormente se envasaron en cartuchos prellenados y se sometieron a
estudios de estabilidad a 4 °C, 25 °C y 37 °C. El aumento de las sustancias relacionadas con respecto al dia 0 se midio
para cada formulacion (formulaciones 7.3-1 a 7.3-10) en diferentes dias. Los resultados de las pruebas se muestran
en las Tablas 37, 38 y 39.

Tabla 37: Resultados de la deteccion de sustancias relacionadas para formulaciones del compuesto 1 en condiciones

de almacenamiento prolongado a 4 °C

Formulacion No. | Compuesto 1 (mg/ml) Acido citrico monohidrato (mM) Dia 0 |Dia29 |Dia55
7.3-1 0 2,27 12,23 2,33
7.3-2 0,5 2,21 2,27 2,32
7.3-3 3 1 2,22 12,27 2,17
7.3-4 2 2,26 2,25 2,23
7.3-5 5 2,22 (2,26 2,25
7.3-6 0 2,18 12,20 2,22
7.3-7 0,5 2,18 12,20 2,29
7.3-8 48 1 2,15 12,27 2,30
7.3-9 2 2,21 12,19 2,25
7.3-10 5 2,17 12,25 2,20

En la Tabla 37, se puede ver que: las tendencias en los cambios de sustancias relacionadas para cada grupo fueron



esencialmente consistentes durante el almacenamiento prolongado a 4 °C. Después de 55 dias de almacenamiento
prolongado a 4 °C, las diferentes concentraciones de acido citrico monohidrato no tuvieron un efecto significativo en
la tendencia de la estabilidad (cambios en el contenido de sustancias relacionadas) de la formulacion del Compuesto 1.
Tabla 38: Resultados de la deteccion de sustancias relacionadas para formulaciones del compuesto 1 en condiciones

aceleradas a 25 °C

Formulacion Acido citrico monohidrato

No. Compuesto 1 (mg/ml) (M) Dia 0 Dia 29 Dia 55
7.3-1 0 2,27 2,95 3,29
7.3-2 0,5 2,21 2,83 3,11
7.3-3 3 1 2,22 2,58 2,88
7.3-4 2 2,26 2,85 2,99
7.3-5 5 2,22 2,76 3,05
7.3-6 0 2,18 3,25 4,19
7.3-7 0,5 2,18 3,15 3,86
7.3-8 48 1 2,15 2,92 3,50
7.3-9 2 2,21 2,84 3,25
7.3-10 5 2,17 3,05 3,14

En la tabla 38, se puede ver que: en formulaciones que contienen 48 mg/ml del compuesto 1, la tasa de crecimiento
de sustancias relacionadas disminuye a medida que aumenta la concentracion de 4cido citrico monohidrato. En
formulaciones que contienen 3 mg/ml del compuesto 1, las concentraciones de 4cido citrico monohidrato que varian
de 0,5 mM a 5 mM contribuyen a disminuir el crecimiento de sustancias relacionadas en comparacion con las
formulaciones sin acido citrico monohidrato. Sin embargo, el efecto a 0,5 mM de acido citrico monohidrato es mas
débil que el que se observa entre | mM y 5 mM.

Tabla 39: Resultados de la deteccion de sustancias relacionadas para formulaciones del compuesto 1 en condiciones

aceleradas a 37 °C

Formulacion Compuesto 1| Acido  citrico  monohidrato
Dia 0| Dia 7 |Dia 14| Dia 22 | Dia 29 | Dia 55
No. (mg/ml) (mM)
7.3-1 0 2,27 13,10 |4,42 |534 (7,27 |13,54
7.3-2 0,5 2,21 12,92 |3,72 3,92 |5,07 |7,56
3
7.3-3 1 2,22 12,91 (3,57 (3,77 |[5,01 |7,40

7.3-4 2 2,26 12,89 (3,67 [4,01 |4,83 |7,32




Formulacion Compuesto 1| Acido  citrico  monohidrato
Dia 0|Dia 7 |Dia 14 |Dia 22 | Dia 29 | Dia 55

No. (mg/ml) (mM)

7.3-5 5 2,22 12,86 |3,65 |3,98 |517 |7,33
7.3-6 0 2,18 |3,10 4,58 (491 |6,22 |8,81
7.3-7 0,5 2,18 12,92 4,28 (4,83 |5,85 8,60
7.3-8 48 1 2,15 12,81 (4,03 (4,59 |6,33 |8,38
7.3-9 2 2,21 12,79 |3,87 |4,34 |547 |8,15
7.3-10 5 2,17 12,82 (3,79 |4,08 |[526 |7,40

En la tabla 39 se puede ver que: en formulaciones que contienen 3 mg/ml del compuesto 1, la estabilidad de las
sustancias relacionadas en formulaciones con 4cido citrico monohidrato es significativamente superior a aquellas sin
acido citrico. Las formulaciones con 2—5 mM de acido citrico monohidrato muestran tendencias de crecimiento
similares en sustancias relacionadas, todas muestran una mayor estabilidad que las formulaciones con 0,5 mM de
acido citrico monohidrato; en formulaciones que contienen 48 mg/ml del compuesto 1, la tasa de crecimiento de las
sustancias relacionadas disminuye a medida que aumenta la concentracioén de 4cido citrico monohidrato.

7.3.3 Deteccion de HMWP

De forma similar a la Seccion 7.3.2, el aumento de las HMWP en relacion con el dia 0 se midié a 4 °C, 25 °Cy 37 °C
para las formulaciones del Ejemplo 7.3.1. Los resultados de la deteccion se muestran en las Tablas 40, 41 y 42,
respectivamente.

Tabla 40: Resultados de la deteccion del contenido de HMWP para formulaciones del compuesto 1 en condiciones

de almacenamiento prolongado a 4 °C

Formulacion Acido citrico
Compuesto 1 (mg/ml) Dia 0 Dia29 |Dia55
No. monohidrato (mM)
7.3-1 0 0,29 0,32 0,29
7.3-2 0,5 0,32 0,36 0,31
7.3-3 3 1 0,31 0,32 0,34
7.3-4 2 0,33 0,35 0,31
7.3-5 5 0,32 0,33 0,31
7.3-6 0 0,34 0,32 0,30
7.3-7 0,5 0,32 0,31 0,34
48
7.3-8 1 0,33 0,31 0,31
7.3-9 2 0,31 0,31 0,30




Formulacion Acido citrico

Compuesto 1 (mg/ml) Dia 0 Dia29 |Dia5s5
No. monohidrato (mM)
7.3-10 5 0,31 0,30 0,32

En la Tabla 40, se puede ver que: las tendencias en los cambios en las HMWP para cada formulacion fueron
esencialmente consistentes durante el almacenamiento prolongado a 4 °C. Diferentes concentraciones de acido citrico
monohidrato no tuvieron un efecto significativo en la tasa de crecimiento de las HMWP en las formulaciones del
compuesto 1 durante los 55 dias de almacenamiento prolongado a 4 °C.

Tabla 41: Resultados de la deteccion de HMWP para formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a

25°C

Formulacion No. |Compuesto 1 (mg/ml) | Acido citrico monohidrato (mM) Dia 0 |Dia 29 |Dia 55
7.3-1 0 0,29 10,43 0,69
7.3-2 0,5 0,32 0,42 (0,44
7.3-3 3 1 0,31 (0,43 0,45
7.3-4 2 0,33 0,40 (0,46
7.3-5 5 0,32 10,41 0,45
7.3-6 0 0,34 10,83 1,41
7.3-7 0,5 0,32 10,56 1,06
7.3-8 48 1 0,33 0,45 0,74
7.3-9 2 0,31 (042 0,52
7.3-10 5 0,31 (0,39 0,45

En la Tabla 41, se puede ver que: en las formulaciones que contienen 3 mg/ml del compuesto 1 con diferentes
concentraciones (0,5 mM a 5 mM) de acido citrico monohidrato, las tasas de crecimiento de las HMWP fueron
esencialmente consistentes y todas superiores a la de la formulacion 7.3-1 sin 4cido citrico monohidrato. En
formulaciones que contienen 48 mg/ml del compuesto 1, la tasa de crecimiento de las HMWP disminuye a medida
que aumenta la concentracion de 4cido citrico monohidrato.

Tabla 42: Resultados de la deteccion de HMWP para formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a 37 °C

Compuesto 1 | Acido citrico monohidrato

Formulacion No. Dia 0 |Dia 7 |Dia 14 |Dia 22 | Dia 29 | Dia 55
(mg/ml) mM

7.3-1 0 0,29 0,6 |1,18 1,82 2,57 |5,15

7.3-2 3 0,5 0,32 0,40 0,50 (0,58 (0,71 1,12

7.3-3 1 0,31 0,39 10,48 (0,57 (0,68 0,82




Formulacion No. Compuesto 1 | Acido citrico monohidrato Dia 0 |Dia 7 | Dia 14 | Dia 22 | Dia 29 | Dia 55
(mg/ml) mM
7.3-4 2 0,33 (0,37 {043 [0,49 (0,62 0,79
7.3-5 5 0,32 (0,37 {045 (0,49 10,59 0,75
7.3-6 0 0,34 (0,9 |1,64 |[1,62 |1,59 |2,24
7.3-7 0,5 0,32 (0,59 |1,16 [1,36 |1,43 |2,01
7.3-8 48 1 0,33 (0,53 0,87 |1,17 |1,28 |1,76
7.3-9 2 0,31 (0,47 |0,73 {093 |1,04 |1,62
7.3-10 5 0,31 (0,41 0,53 (0,56 (0,60 |1,03

En la tabla 42, se puede ver que: durante 55 dias de almacenamiento acelerado a 37 °C, en las formulaciones que

contienen 3 mg/ml del compuesto 1 con diferentes concentraciones (de 1 a 5 mM) de acido citrico monohidrato, las

tasas de crecimiento de las HMWP son esencialmente consistentes y todas superiores a las de la formulacion 7.3-2

(que contiene 0,5 mM de acido citrico monohidrato). La formulacion 7.3-2, que contiene 0,5 mM de acido citrico

monohidrato, muestra una tasa de crecimiento de las HMWP significativamente més lenta que la de la formulacion

7.3-1 sin acido citrico monohidrato. En las formulaciones que contienen 48 mg/ml del compuesto 1, la tasa de

crecimiento de las HMWP disminuye al aumentar la concentracion de acido citrico monohidrato.

Ejemplo 8: Estudio de estabilidad de las formulaciones del compuesto 1

8.1 Preparacion y llenado de formulaciones

Las formulaciones 8-1 a 8-9 del compuesto 1 se prepararon y envasaron de acuerdo con la Tabla 43.

Tabla 43: Formulaciones del compuesto 1

Acido citrico
Formulaciéon | Compuesto 1 | NaCl Propilenglicol Fenol Na;HPO4
monohidrato pH | Dispositivos
No. (mg/ml) (mg/ml) |(mg/ml) (mg/ml) |(mg/ml)
mM
Jeringa
8-1 3
precargada
R 14 -
Jeringa
8-2 48
precargada
1,42 7,3
Jeringa
8-3 3
precargada
7 e 2
Jeringa
8-4 48
precargada

8.2 Deteccion de sustancias relacionadas




Después de que las formulaciones mencionadas anteriormente, 8-1 a 8-4 se envasaron en sus dispositivos
correspondientes; se realizaron estudios de estabilidad a 4 °C, 25 °C y 37 °C. En el Ejemplo 8.1 se midi6 el aumento
de sustancias relacionadas a lo largo de diferentes dias en relacion con el dia 0 para cada formulacion (formulaciones
8-1 a 8-4). Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 44, 45 y 46, respectivamente.

Tabla 44: Resultados de la deteccion de sustancias relacionadas para formulaciones del compuesto 1 en condiciones

de almacenamiento prolongado a 4 °C

Formulacion No. Compuesto 1 (mg/ml) |Dia0 Dia27 |Dia 53
8-1 3 2,29 2,53 2,55
8-2 48 2,19 3,08 2,49
8-3 3 2,25 3,06 2,55
8-4 48 2,19 2,64 2,49

En la Tabla 44, se puede ver que: las tendencias en los cambios de sustancias relacionadas para cada formulacion
fueron esencialmente consistentes durante el almacenamiento prolongado a 4 °C. No se observaron diferencias
significativas en la estabilidad de las distintas formulaciones del compuesto 1 durante el periodo de almacenamiento
de 53 dias a 4 °C.

Tabla 45: Resultados de la deteccion de sustancias relacionadas para formulaciones del compuesto 1 en condiciones

aceleradas a 25 °C

Formulacion No. |Compuesto 1 (mg/ml) |Dia 0 Dia27 |Dia53
8-1 3 2,29 8,85 9,27
8-2 48 2,19 3,95 4,94
8-3 3 2,25 3,42 3,54
8-4 48 2,19 2,88 3,55

En la Tabla 45, se puede ver que: la estabilidad de las formulaciones 8-3 y 8-4 es significativamente superior a la de
las formulaciones 8-1 y 8-2.
Tabla 46: Resultados de la deteccion de sustancias relacionadas para formulaciones del compuesto 1 en condiciones

aceleradas a 37 °C

Compuesto 1
Formulacion No. Dia0 |Dia5 |Dial2 |Dia20 |Dia27 |[Dia53
(mg/ml)
8-1 3 2,29 3,05 6,03 9,28 14,66 25,57
8-2 48 2,19 3,23 4,28 5,41 6,388 8,47
8-3 3 2,25 2,85 3,50 3,85 5,32 7,66
8-4 48 2,19 2,90 3,56 4,23 6,13 9,04




En la Tabla 46, se puede ver que: la estabilidad de la formulacion 8-3 es significativamente superior a la de la
formulacion 8-1. La estabilidad de la formulacion 8-4 es superior o comparable a la de la formulacion 8-2.

8.3 Deteccion de HMWP

De forma similar a la Seccion 8.2, el aumento de las HMWP en relacion con el dia 0 se midié a 4 °C, 25 °C y 37 °C
para cada formulacion en el Ejemplo 3. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 47, 48 y 49,
respectivamente.

Tabla 47: Resultados de la deteccion de HMWP para formulaciones del compuesto 1 en condiciones prolongadas a

4°C

Formulacion No. | Compuesto 1 (mg/ml) |Dia 0 Dia 27 Dia 53
8-1 3 0,32 0,38 0,33
8-2 48 0,29 0,35 0,42
8-3 3 0,30 0,35 0,44
8-4 48 0,34 0,40 0,40

En la Tabla 47, se puede ver que: las tendencias de cambio en las HMWP fueron esencialmente consistentes en todos
los grupos durante el almacenamiento prolongado a 4 °C. Bésicamente no hubo diferencias en las tendencias de
estabilidad (cambios en el contenido de HMWP) entre las diferentes formulaciones del compuesto 1 durante el
periodo de almacenamiento de 53 dias a 4 °C.

Tabla 48: Resultados de la deteccion de HMWP para formulaciones del compuesto 1 en condiciones aceleradas a

25°C

Formulacion No. |Compuesto 1 (mg/ml) Dia 0 Dia 27 |Dia 53
8-1 3 0,32 0,74 1,08
8-2 48 0,29 1,02 1,65
8-3 3 0,30 0,39 0,50
8-4 48 0,34 0,50 0,57

En la Tabla 48, se puede ver que: en comparacion con las formulaciones 8-1 y 8-2, las formulaciones 8-3 y 8-4
demuestran una estabilidad significativamente superior.
Tabla 49: Resultados de las HMWP en experimentos comparativos para formulaciones del compuesto 1 en

condiciones aceleradas a 37 °C

Formulacion | Compuesto 1

No. (mg/ml)

Dia 0 Dia5 |Dial2 |Dia20 |Dia27 |Dia53

8-1 3 0,32 0,78 1,93 3,83 5,38 10,03

8-2 48 029 0,86 |2,04 1,52 1,81 2,18




Formulacion | Compuesto 1

Dia 0 Dia5 |Dial2 |Dia20 |Dia27 |Dia53
No. (mg/ml)
8-3 3 0,30 0,38 1,40 0,52 0,61 0,92
8-4 48 0,34 0,42 10,45 0,82 1,21 1,77

En la Tabla 49, se puede ver que: la estabilidad de las formulaciones 8-3 y 8-4 es significativamente superior a la de

las formulaciones 8-1 y 8-2.

Secuencias:

SEQ ID NO.1:

Péptido GLP-1-(7-37)

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys
Gly Arg Gly

SEQ ID NO.2:

Péptido [Gly8, Arg34]GLP-1-(7-37)

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly GIn Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Arg
Gly Arg Gly

La presente invencion se ha descrito mediante los ejemplos anteriores, pero debe entenderse que son solo para fines
ilustrativos y no tienen la intencion de limitar la presente invencion al alcance de los ejemplos descritos. Ademas, los
expertos en la materia apreciaran que la presente invencion no se limita a los ejemplos anteriores. Se pueden realizar
variaciones y modificaciones adicionales basadas en las ensefanzas de la presente invencion, y dichas variaciones y
modificaciones se encuentran dentro del alcance de proteccion reivindicado en el presente documento. El alcance de

proteccion de la presente invencion se define por las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes.



