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DESCRIPCION
Vehiculos para la administracion de farmacos basados en materiales de fase liquido-cristalina inversa.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la invencion

La invencion se refiere generalmente a particulas no recubiertas de material de fase cubica inversa o fase
hexagonal inversa que contienen un agente activo. En particular, la invencién proporciona particulas no recubiertas que
tienen una carga i6nica que es suficiente para estabilizar las particulas en dispersion en un liquido, por ejemplo un
disolvente polar. La invencién también contempla formulaciones de farmacos que contienen fases hexagonal inversa y
clbica inversa que pueden aplicarse para aumentar significativamente la duracion de accion farmacologica y/o
proporcionar la misma duracion y eficacia a una dosis significativamente inferior.

Antecedentes de la invencién

Muchos compuestos activos usados en usos farmacéuticos, nutricionales, nutricéuticos, medioambientales e
industriales son o bien insolubles en agua, o bien responden mejor cuando se administran en alguna clase de matriz
protectora, direccionable y/o de otro modo funcional. En el caso de los productos farmacéuticos, se reconoce
generalmente que las microparticulas pueden proporcionar matrices robustas para farmacos mediante diversas vias de
administracion, siempre que sean del tamafio apropiado, estables en dispersion y estén compuestas por excipientes que
son aceptables para esa via. Sin embargo, ademas de solubilizar y/o proteger el compuesto activo para su
administracion y/o en circulacién, seria ventajoso que una microparticula desempefiase un papel activo en la
administracion y la absorcion del agente activo, un objetivo que ha sido un impedimento para varios vehiculos
particulados y basados en gotas potencialmente dUtiles.

Para el caso de los agentes activos farmacéuticos que son de baja solubilidad en agua, la solubilizaciéon de
compuestos de farmacos de este tipo se convierte en un reto por la seleccion muy limitada de disolventes y liquidos
estructurados que estan aprobados por organismos reguladores para su uso a los niveles que se requeririan para
solubilizar el farmaco. Ademas, los excipientes liquidos miscibles en agua, mas particularmente etanol, son de valor
limitado dado que, incluso cuando el farmaco es insoluble en etanol puro, por ejemplo, a menudo precipitara tras el
contacto con el agua, tal como con o bien agua para inyeccion como diluyente o bien en el medio acuoso de liquidos
corporales, tales como la sangre.

Se han desarrollado fases liquido-cristalinas liotrépicas nanoestructuradas de las fases cubica inversa y
hexagonal inversa concretamente de tipo inverso, como matrices de solubilizacion excelentes tanto para compuestos
escasamente solubles, como para compuestos delicados de este tipo tales como proteinas y otras biomacromoléculas.
El documento U.S. 6.482.517 (Anderson, 19 de noviembre de 2002) y el documento U.S. 6.638.621 (Anderson, 28 de
octubre de 2003), cuyo contenido se incorpora en su totalidad como referencia, dan a conocer, entre otras cosas,
composiciones y métodos eficaces para producir matrices liquido-cristalinas liotrépicas de este tipo. Estas particulas se
recubren con materiales sdlidos.

Un pionero en el comportamiento de fases de tensioactivos, P.A. Winsor, describié particulas de fase cubica
recubiertas con una fase liquida nanoestructurada, que segun el conocimiento actual era probablemente una fase L3.
Véase Liquid Crystals & Plastic Crystals, Vol. 1, ediciones G.W. Gray y P.A. Winsor (1974), Ellis Horwood Ltd., pagina
224, asi como Balinov, Olsson y Soderman (1991) J. Phys. Chem. 95:5931. Larsson, en 1989, describi6é particulas de
fase cubica inversas con recubrimientos de fase liquido-cristalina laminar. Véase Larsson (1989) J. Phys. Chem. 93(21)
7304.

El documento U.S. 5.531.925 (Landh et al., 2 de julio de 1996) describe asimismo particulas de fase cubica
inversa o fase hexagonal inversa que requieren una fase superficial de o bien fase liquido-cristalina laminar, cristalina
laminar, o bien L3, con el fin de dispersar las particulas. El recubrimiento se denomina en esta descripcion “fase
superficial”, o “fase dispersable”, ensefiando de ese modo, en primer lugar, que es una fase separada, distinta del
interior liquido-cristalino inverso, y en segundo lugar, que el propio interior de la fase liquido-cristalina inversa no es una
fase dispersable. La fase superficial L3 en esta descripcion se describe como que se “anclaje a la bicapa o monocapa
de la fase interior” (columna 7, lineas 59-60).

La patente estadounidense 6.071.524 describe composiciones en forma de dispersiones que contienen: (a) del
60 al 98% en peso de una fase acuosa y (b) del 2 al 40% en peso de una fase oleosa dispersa en la fase acuosa,
dispersandose y estabilizdndose la fase oleosa usando particulas de gel cubicas. Las particulas estan formadas
esencialmente por del 0,1 al 15% en peso (en relacion con el peso total de la composicion) de al menos un
monoglicérido de acido graso insaturado que tiene una cadena grasa insaturada C16-C22 en mezcla con fitanetriol, y
del 0,05 al 3% en peso en relacion con el peso total de la composicion de un agente dispersante y estabilizante. El
agente es una sustancia activa en superficie, soluble en agua a temperatura ambiente, que contiene una cadena grasa,
saturada o insaturada, lineal o ramificada que tiene de 8 a 22 atomos de carbono. La patente también describe métodos
de preparacion de composiciones de este tipo. Un minimo de tres fases termodinamicamente distintas estan presentes
en una mezcla de este tipo, concretamente la fase exterior acuosa, las particulas de gel cubicas y la fase oleosa que
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contiene el agente activo. El principio activo (farmaco, compuesto cosmecéutico, etc.) esta presente en la fase oleosa
dispersa, y de hecho ubicado sustancialmente en la fase oleosa. Sistemas de este tipo, emulsiones en las que
monocapas de lipido o tensioactivo, multiples capas, dominios cristalinos liquido laminares o no laminares o dominios
cristalinos laminares estabilizan las gotas de un fluido en otro, presentan escasa idoneidad para el direccionamiento,
limitaciones del término de caducidad (flotacion, ruptura de las emulsiones, etc.), y otros problemas bien conocidos en la
técnica de emulsiones. Y sistemas de emulsiones o gotas en los que cada gota esta rodeada por una pluralidad de
particulas de otro material o fase, que experimentan todas difusion independiente alrededor de la gota (y, por definicién,
estan separadas unas de otras por capas de fluido intermedias), presentan espacios entre las particulas que
comprometen la capacidad del material para controlar la salida del agente activo hacia fuera, o la entrada de factores de
confusién al interior de la gota. Ademas, con un sistema de este tipo en el que la pluralidad de particulas que rodean la
gota se deriva de cristales liquidos liotrpicos, tal como en el documento U.S. 6.071.524, en el organismo de un animal
estas particulas pueden volverse facilmente independientes de las gotas, de manera que las gotas, que contienen la
amplia mayoria del agente activo, no obtengan los beneficios potenciales (tal como se tratan en el presente documento)
de las particulas liquido-cristalinas. Aunque las “particulas de gel cubicas” del documento 6.071.524 se disefian para
agregarse en la superficie de las gotas de aceite, en una aplicaciéon farmacéutica, los factores de dilucién y las fuerzas
de cizallamiento, junto con la pluralidad de condiciones y procesos bioquimicos con que se encuentra una gota, podrian
separar facilmente las gotas de su recubrimiento destinado. Otra limitacion de la invencién descrita en el documento
6.071.524 es que ni los monoglicéridos ni el fitanetriol (ni muchos de los otros tensioactivos usados en las realizaciones
notificadas) estan aprobados para su uso en productos farmacéuticos inyectables, y en efecto se sabe que los
monoglicéridos son extremadamente tdxicos tras su inyeccion.

La solicitud estadounidense 2002/0153509 (Lynch et al., publicada el 24 de octubre de 2002) describe
composiciones en las que se usan compuestos cargados como “anclajes” (“enlaces”), que sirven para anclar los
compuestos activos o compuestos de direccionamiento a fases clbicas, algunas veces en material particulado para. Por
ejemplo, se afirma en la descripcién del documento 2002/0153509 que la inclusion de un anclaje tal como un
tensioactivo catiénico podria aumentar la cantidad del farmaco activo en la fase cubica en proporcion a la cantidad de
tensioactivo (por ejemplo, parrafo 0099), segln la imagen esquematica mostrada en la figura 2 de esta descripcion que
representa una molécula de ketoprofeno anidénica asociada con el grupo de cabeza de un tensioactivo catiénico (y
situado en el lado polar de la interfase polar-apolar). El fin del anclaje es unir una molécula de farmaco, en una base
molecular de 1 a 1.

En el documento WO 03/000236 A1, se dan a conocer particulas con capacidad de solubilizacion mejorada. En
ese documento, se describen particulas bifasicas, sin embargo, los sistemas bifasicos son mas inestables que los
sistemas monofasicos con el tiempo.

El documento WO 03/106589 Al, un solicitud de patente presentada antes de la presente solicitud pero que se
publicé tras la fecha de presentacion de la presente invencion se refiere a particulas nanoporosas con una diana
retenida.

Seria deseable tener microparticulas mejoradas para la solubilizacion y protecciéon de farmacos que son de un
tamafio apropiado, estables en dispersibn y estdn compuestas por excipientes que son aceptables para su
administracion mediante una variedad de vias. Ademas, seria deseable tener microparticulas mejoradas que también
presenten un papel activo en la administracién y la absorcién del farmaco, de manera que caracteristicas que incluyen la
biodisponibilidad, duracion de accién, dosificaciéon requerida, seguridad y otros factores podrian influenciarse de manera
favorable mediante la asociacion del farmaco con el vehiculo.

En particular, se han usado varios métodos en el intento para aumentar la duracion de accion de anestésicos
locales.

Un método usado en la actualidad en la practica médica es la coadministracion de vasoconstrictores tales
como epinefrina (adrenalina), fenilefrina o norepinefrina, lo que aumenta el tiempo de permanencia del farmaco en el
sitio de administracién, debido a la induccién de vasoconstriccion con posterior reduccion de la captacion sistémica del
anestésico local. Aunque puede aumentarse la duracién aproximadamente dos veces para los anestésicos locales de
accion rapida, tales como lidocaina, procaina, cloroprocaina y prilocaina, esto tiende a no ser el caso con los
anestésicos locales de accién mas prolongada tales como bupivacaina. La documentacion del producto de Astra-
Zeneca sobre su formulacién Marcaine® actualmente comercializada declara: “El efecto de prolongacion de la duracién
de la adrenalina no es tan pronunciado con la bupivacaina como con los AL de accion rapida. Puede observarse una
prolongacion de hasta el 50%, dependiendo del modo de administracion.” Se han notificado solo rara vez datos
reproducibles que demuestran sistematicamente bloqueos nerviosos con anestésicos locales que duran mas de 10
horas a partir de una Unica inyeccion del anestésico local a dosis subtdxicas, incluso con la coadministracion de agentes
vasoconstrictores.

La epinefrina, junto con otros agentes vasoactivos, tienen sus propias toxicidades y deben usarse con
precaucién en determinados pacientes, tales como arritmias cardiacas e hipertensién. Especificamente con
bupivacaina, las pruebas en ratas Sprague-Dawley han demostrado que la cardiotoxicidad de la bupivacaina (que se
conoce bien que es limitante de la dosis, y ha dado como resultado muertes humanas) se aumenta significativamente
por la epinefrina, asi como por otros compuestos de vasocontriccion. Véase J.R. Kambam, W.W. Kinney, F. Matsuda,
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W. Wright y D.A. Holaday (1990) Anesth. Analg. 70(5):543-5. Aunque puede usarse un pretratamiento con propanolol
para proteger frente a la cardiotoxicidad de la bupivacaina, este efecto protector se suprime en gran medida por la
coadministracion de epinefrina. Véase W.W. Kinney, J.R. Kambam y W. Wright (1991) Can. J. Anaesth. 38(4 Pt 1): 533-
6. Otras contraindicaciones a la adicion de epinefrina a los anestésicos locales incluyen angina inestable, tratamiento
con inhibidores de la MAO o antidepresivos triciclicos, insuficiencia uteriplacentaria y bloqueos nerviosos periféricos en
zonas que pueden carecer de flujo sanguineo colateral (oido, nariz, pene, dedos). De manera significativa, se ha
demostrado recientemente que la adicién de epinefrina a tetracaina aumenta en gran medida su neurotoxicidad,
aparentemente debido a la induccion de grandes concentraciones de glutamato, en el liquido cefalorraquideo para una
administracion intratecal; esto representa una toxicidad sistematica peligrosa. Véase S. Oka, M. Matsumoto, K. Ohtake,
T. Kiyoshima, K. Nakakimura y T. Sakabe (2001) Anesth. Analg. 93(4):1050-7.

Adicionalmente, varios estudios han demostrado la ausencia de prolongacién por epinefrina en diferentes
bloqueos nerviosos. Véase H. Renck y H.G. Hassan (1992) 36(5):387-92, y también A. Weber, R. Fournier, E. Van
Gessel, N. Riand y Z. Gamulin (2001) Anesth. Analg. 93(5):1327-31.

Se ha usado clonidina para prolongar la accion de determinados anestésicos locales, pero la prolongacion es
minoritaria, menos de aproximadamente el 50% y casi nada en el caso de los anestésicos locales de accién prolongada,
lo que produce duraciones de bloqueo nervioso de menos de 8 horas esencialmente en todos los casos. Por tanto su
uso se limita principalmente a casos en los que estan contraindicados los agentes vasoconstrictores. De manera
bastante amplia, las combinaciones de dos principios activos farmacéuticos (API) estan desfavorecidas cuando un Unico
agente puede lograr el mismo fin.

Las preparaciones liposémicas de anestésicos locales han demostrado accién sostenida, pero sélo a dosis que
superan ampliamente la dosis toxica del AL. Un ejemplo representativo se facilita en Grant et al., en el que se logré una
duracion de aproximadamente 24 horas en ratones, pero a una dosis supertoxica de mas de 150 mg/kg, es decir, 50
veces la dosis cardiotoxica. Véase G.J. Grant, B. Piskou y M. Bansinath (2003) Clin. Exp. Harm. Physiol. 30:966. Un
resultado casi idéntico se notificé en la solicitud de patente estadounidense 2003/0185873 concedida a Chasin et al., en
la que el ejemplo 12 notifica una dosis de 150 mg/kg. Esta dosis también representa 150 veces la dosis recomendada (1
mg/kg), para su uso en seres humanos. Se han publicado resultados similares de Grant et al. usando neostigmina.
Resultados previos de Grant et al. reivindicaron analgesia prolongada, pero los bloqueos sensoriales en ratones usando
bupivacaina duraron sélo un promedio de sélo aproximadamente 2 horas a dosis que fueron superiores a 3 mg/kg.
Véase Grant et al. (1994) Regional Anesthesia 19(4):264. Aunque estos investigadores sefialaron que se redujo la
toxicidad debido a la encapsulacion del farmaco, el aumento de la dosis en dos 6rdenes de magnitud por encima de la
dosis letal seria un impedimento grave, y casi de hecho insuperable, para su aprobacion por los organismos reguladores
y su aceptacion por la comunidad médica. Esto es particularmente cierto en el caso de una preparacion liposémica,
porque se conoce bien que los liposomas son estructuras metaestables, no estables. En efecto, una dosis de 10 veces,
o incluso dos veces, la dosis letal seria gravemente problematica en cualquier vehiculo.

Se notificaron niveles en sangre sostenidos de bupivacaina en una formulacion de microesferas de
policaprolactona administrada o bien por via subcutanea o bien por via intraperitoneal, pero de nuevo, las dosis eran
bastante superiores a la dosis cardiotdxica. Se administraron aproximadamente 9,8 mg/kg (2,46 mg por rata de 250 g)
de bupivacaina, claramente una dosis supertdxica, lo que dio como resultado concentraciones plasmaticas maximas de
aproximadamente 240 ng/ml. Véase, M.D. Blanco et al. (2003) Eur. J. Pharm. Biopharm. 55:229. Se obtuvieron
resultados similares usando otras microesferas de polimero, concretamente anhidrido del &cido bis-policarboxifenoxi-
propano-sebacico (véase D.B. Masters et al., 1993, Pharm. Res. 10:1527) y polilactida-glicolida (véase P. leCorre et al.,
1994, Int. J. Pharm. 107:41).

Se ha notificado que una emulsion lipidica que contiene bupivacaina aumenta la duracién del bloqueo nervioso
en aproximadamente un 30-40%, aunque curiosamente los bloqueos nerviosos con este sistema tuvieron una duracion
de solo aproximadamente 73 minutos (promedio de 3 animales). Véase Lazaro et al. (1999) Anesth. Analg. 89:121. Se
obtuvieron estos tiempos de duracion con anestesia general con fenobarbital y a dosis de bupivacaina (de
aproximadamente 3,2 - 3,6 mg/kg) que son potencialmente cardiotoxicos para bupivacaina. Ademas, su formulacion
contiene oleato de sodio, que en la actualidad no esta aprobado para formulaciones inyectables ni pertenece a ninguna
clase de compuestos que contenga un miembro que esté aprobado para una formulacién inyectable.

Langerman et al. han notificado una formulacién de anestésicos locales que consiste en una disolucién del
farmaco en iofendilato. Sin embargo, se redujo la intensidad del bloqueo nervioso, en otras palabras, la eficacia en la
formulacion, en comparacién con la intensidad usando una disolucion acuosa sencilla a la misma dosis. Véase
Langerman et al. (1992) Anesthesiology 77: 475-81. Por tanto, parece que obtener un bloqueo igualmente intenso
requeriria un aumento de la dosis, en comparacién con la disoluciéon acuosa habitual del anestésico local aprobado y
comercializado actualmente. También, se notificé aracnoiditis aséptica tras la administracion intratecal de iofendilato. En
efecto, se han observado frecuentemente aracnoiditis y reacciones de irritacion graves, incluyendo muerte, con
iofendilato, que se ha declarado mas irritante y toxico que el Lipiodol, un predecesor del iofendilato que se abandond
tras reacciones adversas graves. Véase E. Lindgren y T. Greitz (1995) Am. J. Euroradiology 16(2):351-60.

Dyhre et al. han publicado un estudio de lidocaina en una formulacién lipidica polar, en algunos casos junto con
dexametasona que es un API que se sabe que prolonga la analgesia. Se registraron bloqueos del nervio ciatico de
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duracién aumentada, pero s6lo a dosis de mas de 20 mg/kg. Esto es bastante superior a la dosis maxima recomendada
de 7 mg/kg. En efecto, dosis de aproximadamente 6 mg/kg produjeron duraciones de accién mas cortas que con la
misma dosis de clorhidrato de lidocaina en disolucién. Los niveles en sangre de lidocaina tras la administracion
perineural de la formulacion fueron muy altos, en algunos puntos de tiempo dos 6rdenes de magnitud superiores a con
la disolucion acuosa de lidocaina, que para muchos farmacos se traduciria en un riesgo aumentado de toxicidad. Véase
Dyhre et al., Acta Anesth. Scand. (2001) 45(5):583. Ademas, los diglicéridos de lipidos polares de girasol usados en la
formulacion de ese estudio, y los diglicéridos no son farmacéuticamente aceptables para la inyeccion intravenosa (ni son
monoglicéridos).

SUMARIO DE LA INVENCION

Tal como se trata en mas detalle en el presente documento, las particulas de materiales de fase cristalina
liotrépica inversa pueden presentar un alto potencial para transportar compuestos activos a través de una variedad de
barreras tales como membranas celulares, particularmente en el caso de fases clbicas bicontinuas inversas, en virtud
de sus estructuras nanoporosas Unicas y propiedades de curvatura asociadas. Las fases liquido-cristalinas cubica
inversa y hexagonal inversa pueden ser de muy baja solubilidad en agua, lo que significa que mantienen su integridad
como vehiculos tras la entrada en el organismo evitando asi la precipitacién del farmaco. Por tanto, con propiedades de
solubilizacion y de secuestro superiores, asi como integridad en agua, estos materiales son prometedores en campos
tales como la administraciéon de farmacos. Sin embargo, este potencial se ha dejado en gran medida sin explotar debido
a la suposicion tacita de que las particulas de este tipo deben recubrirse con el fin de ser estables en dispersion.

En la presente invencion, el potencial completo de esta actividad de transporte puede explotarse dentro del
contexto de dispersiones de particulas estables, en primer lugar mediante la comprensién de que las particulas no
recubiertas de fases de este tipo son sumamente deseables por sus propiedades de potenciacion del transporte y la
absorcion, y en segundo lugar mediante la comprension de que los compuestos asociados a bicapa, cargados de
manera ionica, con quimicas y concentraciones apropiadas pueden estabilizar tales particulas como particulas no
recubiertas creando fuertes potenciales de superficie electrostaticos, potenciales zeta de particula. En particular, en el
presente documento se ensefia que el potencial zeta es un parametro clave para establecer una estabilizacion de este
tipo, y que un potencial zeta superior a o igual a aproximadamente 25 mV, o mas preferiblemente superior a
aproximadamente 30 mV, de magnitud es un requisito importante para un sistema de este tipo. De igual manera, un
potencial zeta inferior a -25 mV o inferior a -30 mV de magnitud es Util para su estabilizacion.

Por tanto, la invencidon proporciona particulas no recubiertas, estables formadas por materiales liquido-
cristalinos liotrépicos inversos, por ejemplo material liquido-cristalino cubico inverso o hexagonal inverso. Las particulas
estan “no recubiertas” porque el material liquido-cristalino a partir del cual se forman las particulas estd en contacto
directo con el medio en el que las particulas se dispersan, es decir, la periferia externa de una particula dispersa,
individual no esta protegida del medio (por ejemplo, una fase liquida acuosa) en el que las particulas se dispersan.
Ningun recubrimiento se interpone entre la particula y el medio, o entre una particula y otras particulas. Mas bien, las
particulas se repelen entre si y se mantienen en dispersion en el medio mediante fuertes potenciales de superficie
electrostéaticos. Se crean fuertes potenciales de superficie electrostaticos de este tipo mediante la eleccidn apropiada de
los “componentes” que se combinan para componer el material liquido-cristalino a partir del cual se forman las
particulas, tal como se ensefia en el presente documento. En general, la razén en peso de la particula con respecto a
medio de fase liquida esta en el intervalo de entre aproximadamente 1:2 y aproximadamente 1:1000. El tamafio de
particula esta entre aproximadamente 10 nandémetros (el orden de magnitud de una Unica celda unidad de material
liquido-cristalino inverso) y 100 micras, preferiblemente entre aproximadamente 40 nm y 10 micras, y lo mas
preferiblemente (al menos para productos inyectables) submicras, lo que significa menos de una micra de didmetro
eficaz. Se prefieren especialmente particulas que puedan hacerse pasar a través de un filtro de 0,22 micras, o extruirse
de manera similar, dado que esto esteriliza el producto.

En algunas realizaciones de la invencion, un compuesto activo, normalmente aunque no siempre un compuesto
farmacéutico, se disuelve o se dispersa o se incorpora de otro modo dentro del propio material de fase liquido-cristalina.
Preferiblemente, en esta realizacion, el compuesto activo y el material liquido-cristalino forman una unidad integrada,
intimamente asociada, es decir, el compuesto activo es parte del cristal liquido. Una ventaja de una particula de este
tipo es que el compuesto activo obtiene el beneficio de las capacidades de promocion de la absorcion del cristal liquido,
de una manera que es superior a las configuraciones de particulas descritas en otra parte, en las que el agente activo
esta presente principalmente fuera del cristal liquido, o dentro de una particula de cristal liquido que esta recubierta con
un recubrimiento de interferencia. En efecto, se prevé que en muchos casos, la mayoria de agentes activos
permaneceran asociados con el cristal liquido hasta el punto en el que el cristal liquido se integre con, por ejemplo, una
membrana celular seleccionada como diana, eliminando de ese modo la necesidad de disolver el agente activo en un
liquido biolégico acuoso (por ejemplo, sangre, liquido intestinal) de camino a la captacion celular. Si la particula se capta
mediante endocitosis, entonces la misma capacidad para fusionarse con las biomembranas podria desempefiar un
papel clave en la superacién de una limitacion que se aplica a los liposomas, concretamente la del atrapamiento dentro
de los compartimentos endosémicos y que da lugar a una escasa administracion al/a los sitio(s) intracelular(es).
También tiene un gran impacto en el presente documento que todo esto puede llevarse a cabo dentro del contexto, y
restricciones extremas, de las formulaciones inyectables incluyendo formulaciones farmacéuticas intravenosas.
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En otra realizacién de la invencién, el agente o compuesto activo no es parte del material liquido-cristalino que
forma la particula no recubierta, sino que es o bien un liquido que se incluye dentro de la particula no recubierta, o bien
se solubiliza en un liquido que se incluye, se disuelve, se dispersa o se incorpora de otro modo dentro de la particula no
recubierta. AlUn en otra realizacion, el agente activo se dispersa dentro de particula no recubierta en forma de
microcristales del compuesto.

Por tanto, es un objeto de esta invencion proporcionar microparticulas cargadas con agente activo que pueden
administrarse, que se benefician completamente del potencial de promocién de la absorcion y solubilizacion del farmaco
de las microparticulas de fase liquido-cristalina cubica inversa y hexagonal inversa, no disminuido por los efectos de los
recubrimientos.

Es un objeto de esta invencién proporcionar microparticulas cargadas con agente activo que pueden
administrarse, que presentan interacciones no impedidas, directas con biomembranas que pueden promover
fuertemente la absorcion y/o permitir el direccionamiento.

Es otro objeto de esta invencion proporcionar dispersiones estables de microparticulas liquido-cristalinas
liotrépicas cargadas con agente activo de este tipo para inyeccion.

En el presente documento, se proporcionan las composiciones y los criterios de disefio que producirdn
dispersiones de particulas estabilizadas de material de fase liquido-cristalina inversa.

En el presente documento, se proporcionan los criterios y procedimientos experimentales mediante los que se
determina si una composicién particular producird dispersiones de particulas estabilizadas de material de fase liquido-
cristalina inversa.

Es otro objeto de esta invencién proporcionar composiciones con propiedades fisicoquimicas necesarias para
producir suficiente estabilizacion de la carga superficial.

En el presente documento, se proporcionan métodos para estabilizar particulas no recubiertas de materiales de
fase liquido-cristalina inversa.

En el presente documento, se proporcionan formulaciones de nanocristales de farmacos en las que la matriz de
estabilizacion puede servir para las funciones adicionales de potenciacion de la absorcion de farmacos y solubilizacion
de otros excipientes Utiles para su asociacion intima con el farmaco.

Es otro objeto de esta invencion proporcionar composiciones que producen particulas de carga estabilizada y
dispersiones de las mismas tras la reconstitucion con agua.

Ademas, es un objeto importante de esta invencion proporcionar nuevas composiciones para la administracion
de agentes terapéuticos contra el cancer, agentes anestésicos locales y anestésicos generales, y agentes de reversion
de la anestesia. Estos incluyen en particular propofol, alfaxalona, alfatalona, alfadolona, eltanolona, propanidid,
ketamina, pregnanolona, etomidato, y otros anestésicos generales; bupivacaina, lidocaina, procaina, tetracaina,
mepivacaina, etidocaina, oxibuprocaina, cocaina, benzocaina, pramixinina, prilocaina, proparacaina, ropivicainas,
cloroprocaina, dibucaina y anestésicos locales relacionados; SN-38 y camptotecinas relacionadas; paclitaxel y taxanos
relacionados; doxorubicina, idarubicina, daunorubicina y rubicinas relacionadas; anfotericina B; coenzima Q10;
esteroides y agentes antiinflamatorios esteroideos; antiinflamatorios no esteroideos (por ejemplo, salicilatos, derivados
de para-aminofenol (por ejemplo, paracetamol), fenomatos, derivados de acido propidnico (por ejemplo, naproxeno,
ibuprofeno, etc.); analgésicos; antipiréticos; sedantes (por ejemplo, benzodiazepinas tales como diazepam); hipnéticos
(por ejemplo, anestésicos intravenosos y barbitlricos); opiaceos; cannabinoides; y proteinas (por ejemplo, insulina y
eritropoyetina) (ha de entenderse que una amplia variedad de amidas y ésteres pueden tener aplicacion en la presente
invencion). De importancia particular es el agente anestésico general propofol, que se suministra en formulaciones que
presentan problemas de ardor en la inyeccién, contaminacion microbiana y altas cargas de lipidos.

La invencion también contempla formulaciones de fase liquido-cristalina inversa que aumentan la duracion de
accion de los agentes farmacoldgicos sin aumento de la dosis, y/o proporcionan la misma duracion y eficacia a la dosis
recomendada habitual. En el caso de administracion de farmacos de accion sostenida que implica farmacos de indice
terapéutico relativamente bajo, es crucial observar que el aumento de la dosificacion, que se asume tacitamente que es
inevitable en la mayoria de los casos, es muy peligroso. Esto se ilustra particularmente bien mediante el caso de los
anestésicos locales, tales como bupivacaina. En particular, la dosis cardiotoxica es, para la mayoria de anestésicos
locales, s6lo moderadamente superior a la dosificacion recomendada habitual para los bloqueos nerviosos.
Especificamente en el caso de la bupivacaina, uno de los anestésicos locales de accién méas prolongada y por tanto una
de las mejores elecciones de farmaco para una formulacion de accién prolongada, la dosificacion recomendada para el
bloqueo nervioso es de un maximo de 1,5 mg/kg basandose en el peso del animal/ser humano, mientras que dosis
superiores a 3 mg/kg pueden ser cardiotoxicas o inducir convulsiones. Este indice terapéutico bastante bajo significa
que los métodos habituales para lograr una accién sostenida, basados en el envasado de cantidades méas grandes del
farmaco en una formulacion que lo libera lentamente, de modo que se mantienen los niveles del farmaco en o por
encima del nivel umbral para una accion eficaz, requieren inevitablemente dosis préximas a, o superiores a, la dosis
téxica en una Unica administracion. Debido al peligro siempre presente de una inyeccion involuntaria en una vena o
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arteria, una administracion de este tipo puede ser potencialmente mortal, incluso en el caso en el que la accién
pretendida del vehiculo sea liberar el farmaco de manera suficientemente lenta para reducir el riesgo de cardiotoxicidad
y convulsiones. Un vehiculo que requiere, por ejemplo, mas de 3 mg/kg de bupivacaina, con el fin de lograr un aumento
significativo en la duracién del bloqueo nervioso por encima de las 2-5 horas normales, introducird un riesgo de letalidad
que no justificard su uso rutinario, ni en los pensamientos de los organismos reguladores ni en la comunidad médica,
independientemente de lo que se declara en cuanto a la seguridad del vehiculo. Cualquier inestabilidad de un vehiculo
de este tipo, ya sea fisica, quimica, inducida por cizallamiento, inducida por la temperatura, inducida por una mala
aplicacion o asociada con el término de caducidad pueden provocar en principio la liberacion prematura del farmaco, y si
una parte sustancial alcanza el corazén o el cerebro, esto seria correr el riesgo de un acontecimiento adverso grave,
incluyendo la muerte.

En el transcurso de esta invencion, se hizo el descubrimiento sorprendente de que determinadas
composiciones farmacéuticamente aceptables basadas en fases liquido-cristalinas hexagonales inversas y, mas
preferiblemente, cubicas inversas pueden aumentar la duracion de acciéon de un principio activo farmacéutico (API)
mientras se evita el aumento de la dosis que corresponde normalmente a las formulaciones de accién sostenida. Una
composicion de este tipo puede tener la propiedad de que aumenta la duracién de accién normal de este farmaco,
preferiblemente en mas de aproximadamente un 50%, mas preferiblemente en un 100% y lo méas preferiblemente en un
200%, y de tal manera que este aumento en la duraciéon de accién se produzca con dosis que no son supertéxicas, y
preferiblemente subtdxicas, cuando no se introducen APl ni compuestos vasoconstrictores adicionales. La prueba
preferida es evaluar la duracién del bloqueo nervioso, segin un procedimiento descrito en detalle en el presente
documento (véase el ejemplo 2), de una formulacion de bupivacaina en la composicion; la duracién, a una dosis de 1
mg/kg, debe representar un aumento, preferiblemente de méas de aproximadamente un 50%, de la duracion de 4 horas
normal, en el caso en el que no esté presente ningln API adicional. Lo mas preferiblemente esta dosis en una
formulacion de este tipo producir4 una duracién de accién de mas de aproximadamente 10 horas. Adicionalmente, la
administracion de la mitad de la dosis normal (que en el caso de la bupivacaina significa 0,5 mg/kg) debe proporcionar
al menos la misma eficacia y duracién que 1 mg/kg de la formulacion (agente Gnico) habitual (por ejemplo, clorhidrato de
bupivacaina en disolucién acuosa). El descubrimiento sorprendente en el nlcleo de esta invencién es que cuando se
invocan estas composiciones tal como se reivindican en el presente documento, puede lograrse la duraciéon de accion
farmacoldgica significativamente prolongada sin aumento de la dosis, en efecto, incluso con dosis drasticamente
inferiores, lo que es particularmente importante en el caso de farmacos con bajo indice terapéutico tales como muchos
anestésicos locales.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La figura 1 muestra un esquema de una dispersion segun la presente invencion.

La figura 2 muestra un esquema de la situacion electroestatica en una particula representativa de la presente
invencién, con una carga superficial negativa neta.

La figura 3 muestra la distribucién de potencial zeta medida resultante, usando tres angulos de medicion para
la dispersion descrita en el ejemplo 1.

La figura 4 muestra la distribucién de potencial zeta medida para una dispersion en presencia de agua en
exceso descrita en el ejemplo 2.

La figura 5 muestra el comportamiento de fase en presencia de agua en exceso tal como se analiza con un
microscopio éptico de polarizacion para la dispersion descrita en el ejemplo 2.

La figura 6 muestra los datos de potencial zeta para la dispersion descrita en el ejemplo 5.
La figura 7 muestra los datos de potencial zeta para la dispersion descrita en el ejemplo 6.
La figura 8 muestra los datos de potencial zeta para la dispersién descrita en el ejemplo 7.
La figura 9 muestra los datos de potencial zeta para la dispersién descrita en el ejemplo 8.
La figura 10 muestra los datos de potencial zeta para la dispersion descrita en el ejemplo 10.

La figura 11 muestra los datos de potencial zeta para el dantroleno sédico sélo con benzalconio (es decir, no
esta presente ninguna fase cubica) tal como se describe en el ejemplo 10.

La figura 12 muestra los datos de potencial zeta para la dispersién descrita en el ejemplo 11.
La figura 13 muestra los datos de potencial zeta para la dispersion descrita en el ejemplo 12.
La figura 14 muestra los datos de potencial zeta para la dispersién descrita en el ejemplo 13.
La figura 15 muestra los datos de tamafio de particula para la dispersién descrita en el ejemplo 21.

La figura 16 muestra los datos de potencial zeta para la dispersion descrita en el ejemplo 21.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS DE LA INVENCION

El inventor ha demostrado la relaciéon entre las propiedades de curvatura de los lipidos, y su tendencia a
promover la porosidad en bicapas y a formar fases cubicas inversas y otras fases inversas. Véase Anderson D.M.,
Wennerstrom, H. y Olsson, U., J. Phys. Chem. 1989, 93:4532-4542. Para resumir un aspecto crucial de esto, si se
supone un modelo matematico en el que el espesor de bicapa es constante, y que el plano medio de la bicapa puede
diferenciarse dos veces, puede demostrarse en primer lugar que, con el fin de minimizar las energias de curvatura
desfavorables, el plano medio debe tener en todas partes curvatura media de cero. A continuacidn, en estas
condiciones, entonces puede demostrarse que si la curvatura media promedio en la interfase polar-apolar es hacia el
agua, como lo es en una fase liquido-cristalina inversa, entonces la curvatura gaussiana integral es significativamente
negativa. Entonces, la curvatura gaussiana integral negativa implica porosidad en el sistema de bicapa. Una conclusion
del andlisis completo extraido por el inventor es que, si una composicién que se ensambla en una fase de bicapa
porosa, tal como una fase cibica inversa, comienza a intercambiar material con una membrana, tal como una
biomembrana, puede inducir una tendencia local a la curvatura inversa (curvatura hacia el agua en la interfase polar-
apolar), e induce de ese modo porosidad en la biomembrana. Esto puede ser de gran importancia en la administracion
de farmacos a través de barreras de biomembrana para la absorcién, lo que constituye una ventaja inherente de una
fase cubica inversa o hexagonal inversa con respecto a un material laminar o liposémico en la practica de la
administracion de farmacos, particularmente en la administracion de farmacos anticancerigenos y otros farmacos
cuando las barreras de absorcion son problemas muy significativos en el tratamiento terapéutico.

En vista de esta relacion, la tendencia a inducir o formar microestructuras porosas se considera en el presente
contexto que es ventajosa con respecto a la administracion de farmacos y nutrientes en particular, asi como en otras
aplicaciones, porque promueve la integracion de microparticulas basadas en lipidos (o basadas en tensioactivos)
administradas con las biomembranas que forman de otra manera barreras para la absorcion. Esto est4d en marcado
contraste con las estructuras lipidicas laminares tales como liposomas que muestran baja curvatura, y poca o ninguna
porosidad, y no muestran generalmente tendencias fuertes a integrarse con las biomembranas. Un aspecto muy
importante de esto es que también puede permitir que materiales de fase clbica superen proteinas de flujo de salida
tales como glicoproteina P (gp-p). El inventor reconoce que es crucial prever un contacto lo mas intimo posible entre el
material de fase liquido-cristalina inversa y cualquier barrera bioldgica (u otra) inherente en la aplicacion de la invencion.
Los ejemplos de barreras de este tipo que son de interés particular como barreras que pueden superarse mediante la
presente invencion incluyen: membranas plasmaticas de células que son sitios de accion farmacolégica; la barrera
hematoencefélica; membranas apicales de células epiteliales intestinales; membranas de macrofases; membranas de
células neuronales, membranas intracelulares tales como la membrana mitocondrial o la membrana nuclear; y
membranas celulares de la mucosa bucal o nasal.

Sin embargo, aunque se han desarrollado varios métodos para formular microparticulas de fases liquido-
cristalinas inversas, la inclusion de una fase de recubrimiento de estabilizacion ha conducido al desarrollo de particulas
con propiedades de promocién de la absorciéon atenuadas, dado que las interacciones con las biomembranas se ven
afectadas entonces por las propiedades del recubrimiento, en vez de la propia fase liquido-cristalina inversa. Por tanto,
aunque a menudo los recubrimientos de este tipo sirven como una funcion util, en algunos casos el recubrimiento puede
ser indeseable.

En esta invencion, se dispersan microparticulas cargadas con farmaco de fases liquido-cristalinas cubica
inversa y hexagonal inversa en un liquido tal como agua, sin ningun recubrimiento, permitiendo asi interacciones
directas entre el cristal liquido y las barreras biologicas. Ademas, esto puede lograrse usando sélo componentes que
son farmacéuticamente aceptables para inyeccion, incluyendo inyeccién intravenosa, un requisito necesario para el uso
de dispersiones de este tipo en determinadas aplicaciones criticas de administracion de farmacos. Esto se logra en la
presente invencion mediante composiciones que contienen componentes asociados a bicapa, cargados de manera
i6nica, que producen un potencial electroestatico en las particulas lo suficientemente fuerte como para estabilizar las
dispersiones de particulas frente a la agregacion, floculacion y fusion; concretamente que tienen un potencial zeta
superior a o igual a aproximadamente 25 mV de magnitud, o mas preferiblemente superior a aproximadamente 30 mV
de magnitud. Por tanto, la invencién representa un punto de partida fundamental a partir de las particulas, y
ensefianzas, de la técnica anterior basada en las fases liquido-cristalinas inversas con un recubrimiento, es decir, en la
que una fase adicional en el exterior de la particula estabiliza las dispersiones de particulas de este tipo.

La patente estadounidense 5.531.925 proporciona un ejemplo de la suposicidn tacita con respecto a las
enseflanzas previas de que un recubrimiento a) se requiere para estabilizar particulas liquido-cristalinas, y b) no
interfiere con la funcién de la particula. Las particulas descritas en el documento U.S. 5.531.925 se recubren con fases
superficiales que comprenden fases L3 y fases liquido-cristalinas laminares o fases cristalinas laminares que son
obstrucciones inherentes a la funcién. Estas fases superficiales, en analogia préxima con los liposomas basados en
fases liquido-cristalinas laminares y fases cristalinas laminares, presentan varias desventajas y limitaciones, mas
particularmente interacciones desfavorables con biomembranas que limitan su capacidad para administrar su carga util
a las células. En efecto, no solo se hace que estas fases superficiales intermedias impidan la entrada del vehiculo en la
célula diana, sino que ademas, tras la entrada, que normalmente requiere endocitosis, la particula queda atrapada en un
endosoma que representa todavia otra barrera para la administracion. Se conocen muy bien limitaciones de este tipo en
el campo de la administracion de farmacos basada en liposomas. Son particularmente limitativas en el caso de
formulaciones de farmacos inyectables, en las que las barreras para la captacion del vehiculo por parte de la célula
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diana aumentan la probabilidad de que se capte el vehiculo mediante mecanismos alternativos desfavorables o incluso
gue provocan toxicidad, tal como mediante el higado o el sistema inmunitario.

En el caso de recubrimientos que consisten en fases superficiales L3, la tendencia a que la fase L3 presente
s6lo interacciones que favorecen la absorcion muy limitadas con biomembranas se debe probablemente a su estructura
altamente dinamica, y/o su capacidad, y tendencia, a reorganizarse muy rapidamente en una estructura laminar o de
tipo laminar, que se correlaciona con su birrefringencia de cizallamiento observada, la presencia de un desdoblamiento
en las mediciones de la forma de banda de RMN de pulsos, y su transformacion en una fase laminar con el tiempo
(véase el documento U.S. 5.531.925 columna 7, lineas 37-48 y columna 15, lineas 5-36). En efecto, el efecto “de
lubricacién” de las fases L3, que es lo que aparentemente las hacen eficaces como “fases dispersables” en los métodos
del documento 5.531.925, pueden describirse como que inducen una tendencia a que las particulas recubiertas con L3
entren en contacto proximo para evitar la fusion, debido en parte a la naturaleza térmicamente enrollada, fluctuante de la
fase L3 liquida que produce una fuerza de repulsion efectiva de considerable intensidad. La misma repulsiéon parece
aplicarse a las particulas que entran en contacto préximo con las paredes de un recipiente, que se correlaciona con una
falta de adhesion y flujo “deslizante” observado por Landh con sus dispersiones de particulas recubiertas con L3. Por
extension, se deduciria que las particulas recubiertas con L3 deben experimentar por su propia haturaleza una fuerza de
repulsion inducida por fluctuacién intensa cuando se aproxima a una biomembrana, y por tanto presentar limitaciones
gue han afectado a la tecnologia de los liposomas, particularmente con respecto a la entrada a la célula y la falta de
promocion de la absorcién. La naturaleza de larga circulaciéon de las particulas recubiertas con L3, notificadas en el
ejemplo de somatostatina intravenosa en conejos del documento 5.531.925 soporta la nocidn de que estas particulas no
tienden a interaccionar intimamente con las biomembranas, sino que prefieren permanecer en circulaciéon evitando la
integracién con las membranas.

Contribuyendo ademas a esta fuerza inducida por la fluctuacion (que en el estudio de fases laminares
estrechamente relacionadas se denomina “fuerza de ondulacion”, bien estudiada por W. Helfrich) estan las fuerzas
inducidas por la hidratacion que surgen de la fase L3 altamente hidratada. La fase L3 existe de manera bastante general
a altos contenidos en agua, casi siempre a contenidos en agua superiores que cualquier fase cubica que esté préxima
en el espacio de la composicion; Landh y Larsson observan, de hecho, que cuando una fase L3 y una fase cibica estan
en equilibro, que las dimensiones caracteristicas de la fase L3 son aproximadamente el doble que las de la fase cubica,
y esto corresponde a un contenido en agua considerablemente superior, una conclusiébn que se vuelve obvia
adicionalmente mediante el propio diagrama de fases en el que el contenido en agua en la fase L3 es superior al de la
fase cubica. Se conoce bien en la técnica que las superficies fuertemente hidratadas experimentan una fuerza de
repulsion considerable tras aproximarse a una biomembrana. Se conoce que los tensioactivos de alto HLB, altamente
polioxietilados (pegilados), que estan presentes en grandes proporciones de fracciones en peso en las fases L3 de las
realizaciones notificadas en el documento U.S. 5.531.925 estan fuertemente hidratadas a temperaturas ambientales o
corporales. En la presente invencion, en el caso en el que las particulas se estabilizan mediante un potencial zeta
negativo, esto dara lugar a una fuerza de repulsién tras el contacto préximo con una biomembrana tipica, pero debido a
la baja magnitud del potencial zeta de una biomembrana tipica, la fuerza sera débil en comparacion con las fuerzas
inducidas por la hidratacion y la fluctuacion combinadas en el caso de particulas recubiertas con L3. En casos de la
presente invencién en los que un potencial zeta positivo estabiliza las particulas, esto dara lugar a una fuerza de
atraccion. Las fuerzas de hidratacion en el caso de particulas de la presente invencion pueden mantenerse débiles, tal
como se manifiesta mediante bajos contenidos en agua de las fases liquido-cristalinas inversas incluso cuando se
incorpora el compuesto asociado a bicapa, cargado, directamente en la fase liquido-cristalina, tal como se muestra en
varios de los casos notificados en la seccidn de ejemplos, mas adelante.

La presencia de otra fase que recubre la superficie de las particulas mencionadas anteriormente no sélo puede
interponerse e interrumpir las interacciones potencialmente favorables entre el cristal liquido y las barreras de
biomembrana para la absorcion, sino que también pueden crear numerosos problemas practicos y experimentales. La
interpretacion del rendimiento in vivo y la elucidacién del mecanismo de accion de la formulacion estan complicadas por
supuesto por la presencia de un recubrimiento, que puede tener un impacto considerable en el desarrollo y la aplicacion
de una formulacion farmacéutica inyectable. En el caso de recubrimientos de fase L3, incluso la existencia de la fase L3
es dificil de validar de manera experimental, mucho menos caracterizar, tal como se indica por ejemplo en las lineas 29-
33 de la columna 15 del documento U.S. 5.531.925; ademas, tal como se indica en las lineas 41-45 de la columna 7, la
fase L3 a menudo es metaestable, y esto puede dar lugar a cambios farmacéuticamente inaceptables en la estructura
con el tiempo, tal como se demuestra en las publicaciones que tratan sobre particulas de Landh y Larsson. Véase
Gustafsson, Ljusberg-Wahren, Almgren y Larsson (1996), Langmuir, 12(20):4611. Ademas, en el caso de particulas de
la patente estadounidense 5.531.925, las composiciones que producen particulas de este tipo se limitan a las que se
encuentran en regiones de 3 fases del diagrama de fases en el que la fase acuosa interior, de recubrimiento, y exterior
estan en equilibrio termodindmico. Regiones de 3 fases de este tipo a menudo son dificiles de encontrar de manera
experimental y normalmente son sensibles a la pureza del material y otras variables intensivas.

Otro aspecto valioso de la presente invencién con respecto a particulas recubiertas de este tipo como las del
documento 5.531.925 es el hecho de que la fase liquido-cristalina inversa es la Unica matriz basada en lipidos en la
particula y, por tanto, la Unica ubicacién disponible dentro de la particula para un compuesto activo, en contraposicion
con las particulas recubiertas con otra fase basada en lipidos (o basada en tensioactivos), particularmente una fase L3.
Cuando también esta disponible una segunda fase, la fase de recubrimiento, para el agente activo, se pierde un grado
de control y esto puede comprometer o incluso anular el efecto de una o mas de las caracteristicas que hacen la fase
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liquido-cristalina inversa la matriz de eleccién en primer lugar. Por ejemplo, si se usa el tamafio de poro controlado de la
fase liquido-cristalina inversa para controlar o bien el flujo de salida de un agente activo de molécula grande fuera del
cristal liquido, o bien la penetracion de una proteina de proteina de adsorcién (por ejemplo, albumina) o de degradacion
(por ejemplo, proteasa, nucleasa, glicosidasa), entonces esto se ve comprometido si una fraccion significativa del
agente activo esta presente en la fase de recubrimiento; se sabe que el tamafio de poro efectivo del recubrimiento de
fase L3 es mayor que el de la fase interior en un factor de dos, normalmente. Es importante observar en un caso de este
tipo que en general, los componentes de estas fases liquido-cristalinas que incluyen el agente activo difunden a su
alrededor dentro de la particula, de modo que el agente activo se ubicara en la fase de recubrimiento una determinada
fraccién del tiempo, y durante estos periodos puede ser susceptible al ataque.

La figura 1 muestra un esquema de una dispersion de particulas no recubiertas segun la presente invencién.
Las letras “D” indican que el farmaco (o méas generalmente, el agente activo) esta presente en la fase cubica inversa o la
fase hexagonal inversa. En realizaciones alternativas, el farmaco o agente activo D se disuelve o se dispersa o se
inserta o0 se incorpora de otro modo dentro de la particula. En una variacion, el farmaco o el agente activo D puede
incorporarse en una fase de aceite que se coloca dentro de la particula.

La figura 2 muestra un esquema de la configuracién electrostatica en una particula no recubierta representativa
de la presente invencién, con una carga idnica superficial negativa neta. Los signos “+” representan restos catiénicos y
los signos “-” representan restos anidnicos, que en este caso incluiria los compuestos asociados a bicapa, cargados,
utilizados en la invencion. A medida que se aleja de la superficie (cargada de manera anidnica) de la particula, la
preponderancia de las cargas negativas disminuye. La medicién del potencial zeta mide el potencial debido al exceso de
cargas ionicas (en este caso, anidnicas) en el plano de cizallamiento, que se desplaza desde la superficie de la
particula. Sin embargo, al menos en las condiciones usadas en los ejemplos a continuaciéon y de manera bastante
amplia en la préactica de esta invencion, el plano de a base de aceite aun se encuentra dentro de la capa de Debye, que
esta a una distancia (la longitud de Debye) de la superficie de la particula en la que ya no existe un exceso neto de
aniones.

En el presente documento, se proporcionan métodos que son Utiles para sostener la accion de los API
(principio activo farmacéutico) en un paciente sin aumentar, en muchos casos disminuyendo, la dosis administrada. La
aplicacion de estos métodos para la administraciéon de anestésicos locales produce resultados que confirman el efecto
de las composiciones logrando aumentos en la duracién no logrados hasta ahora a una dosis normal, y/o la misma
duracion a una dosis significativamente inferior, y al mismo tiempo proporciona métodos de administracion de
anestésicos locales que son de alta utilidad potencial en si mismos. De importancia particular es la descripcion en el
presente documento de las formulaciones liquido-cristalinas inversas de bupivacaina que producen bloqueos nerviosos
de més de 16 horas de duracion, cuando en condiciones idénticas la formulacién comercializada actualmente produce
una duracién de 2-5 horas del bloqueo nervioso. Una formulacion liquido-cristalina, estrechamente relacionada, del
farmaco anticancerigeno paclitaxel produce excelente absorcion oral que conduce a niveles en sangre de paclitaxel de
duracion ampliada.

La simple encapsulacion y otras metodologias de liberacién lenta simplistas han ensefiado anteriormente que
el aumento de la dosis es aceptable siempre que la liberacion lenta supere los problemas de toxicidad aguda (sin
mencionar que en muchos casos se ha realizado la suposicion tacita de que el aumento de la dosis es inevitable). Sin
embargo, tal como se sefialdé anteriormente, ésta es una suposicién ingenua, al menos en el caso de los anestésicos
locales y otros farmacos de estrecha razéon terapéutica, porque un aumento de la dosis requiere dosis a o0 por encima de
las dosis téxicas umbral, demasiado graves en consecuencia para ser aceptables en la practica médica, particularmente
una practica de uso rutinario, que no es de urgencia, electiva.

Las realizaciones preferidas de la presente invencion, que pueden lograr una accion farmacoldgica altamente
prolongada sin disminuir la eficacia o la introduccién de farmacos adicionales, en un método que es farmacéuticamente
aceptable incluso para la inyeccion intravenosa, ofrecen fases liquido-cristalinas nanoestructuradas de las fases liquido-
cristalinas clbica inversa o hexagonal inversa, concretamente de tipo inverso. Estas pueden ser de muy baja solubilidad
en agua o mostrar cinéticas de disoluciéon muy lentas, lo que significa que mantienen su integridad como vehiculos,
durante al menos algun periodo de tiempo sustancial, tras la entrada en el organismo evitando de ese modo la
precipitacion o liberaciéon prematura del farmaco, y se muestran prometedoras en campos tales como la administracion
de farmacos de liberaciéon controlada. En trabajo motivado por la naturaleza anfifila y las nanoestructuras porosas de
estos materiales, que pueden conducir a interacciones muy ventajosas con las biomembranas, mucho mas intimas que
en el caso de los liposomas y las gotas de emulsion, y por las altas viscosidades de estas fases que puede ser una
ayuda importante en el procesamiento, se han desarrollado varias técnicas para dispersar y encapsular materiales de
este tipo.

Las siguientes definiciones seran de ayuda.

Particula no recubierta: tal como se usa en el presente documento, una particula no recubierta de fase cubica
(o hexagonal) inversa es una particula en la que el material de la fase mas externa de la particula es una fase cubica (o
hexagonal) inversa, de modo que no existe ninguna otra fase presente exterior a y en contacto con este material mas
externo excepto por una fase liquida (habitualmente acuosa) individual en la que las particulas se dispersan (fase de
dispersion), y en la que el material de esta fase cubica [hexagonal] inversa es una masa contigua y aislada, individual,
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de material definiendo asi una particula individual. En esta definicién “aislado” significa sustancialmente no en contacto
con otras particulas de este tipo excepto por las colisiones particula-particula normales en el transcurso del movimiento
browniano.

La particula no recubierta asi definida contrasta con el documento U.S. 6.482.517 en el que hay un
recubrimiento cristalino exterior a la fase liquido-cristalina, y también en contraposicion con el documento U.S.
5.531.925 y el trabajo de P.A. Winsor citado anteriormente en los que hay una fase L3, fase laminar, o fase laminar
cristalina distinta exterior a (es decir, recubrimiento) la fase liquido-cristalina inversa. Tal como se trata en el presente
documento, los recubrimientos laminares y L3 en particular son antitéticos para el fin del empleo de las particulas en la
potenciacion de la permeabilidad para la administracion de farmacos mejorada, ademas pueden introducir otras
limitaciones y problemas practicos.

Debe observarse que esta definicion no excluye la posibilidad de que, a una escala que es pequefia en
comparacion con el espesor de la fases del material mas externo (habitualmente el radio de la particula, a menos que
por ejemplo esté presente un nucleo de aceite segun la solicitud estadounidense n.° 10/176.112, que se incorpora al
presente documento como referencia, o la particula contiene un cristal incluido), el aspecto a escala nanométrica en la
superficie de la fase del material mas externo no representa el aspecto tipico en la masa de esta fase del material,
debido al reordenamiento superficial o efectos relacionados, siempre que no exista ninguna fase extrafia presente
exterior a la fase liquido-cristalina en el sentido de la regla de las fases de Gibbs. Tal como se conoce bien en la técnica,
las energias superficiales pueden inducir reordenamiento en la superficie de un material que puede cambiar el aspecto
microscopico, como por ejemplo un remate de extremo hemisférico que cubre lo que seria una abertura de poro en el
extremo de un cilindro en la fase hexagonal inversa. Sin embargo, esta dosis no indica la presencia de otra fase, en el
sentido termodinamico estricto de una fase. Para ilustrar, a una temperatura y presion dadas, mediante la regla de las
fases de Gibbs una mezcla de lipido/agua de dos componentes puede sélo presentar dos fases en equilibrio, y aunque
la superficie de una parte o particula de fase hexagonal inversa podria mostrar una regiéon de espesor a escala
nanométrica que es rica en remates de extremo hemisféricos, con grupos polares del lipido en contacto con una fase
rica en agua exterior (la segunda fase de las dos presentes), esta region no constituye una tercera fase. (Aunque se ha
usado el término “interfase” para describir regiones de este tipo, incluso los usuarios de este término estaran de acuerdo
en que no representa una fase termodinamica distinta tal como se determina mediante la regla de las fases; mas bien,
una interfase, o zona interfacial, describe la superficie de la fase del material mas externo). En general, el espesor de
esta region reordenada en superficie sera aproximadamente igual a o menor que el parametro de red de la celda
unidad, en el caso de los materiales de fase hexagonal inversa y fase cubica inversa. Por tanto, en particular, el espesor
de una region reordenada en superficie de este tipo (0 “interfase”) sera generalmente menor que aproximadamente 30
nm, y habitualmente menor que aproximadamente 20 nm.

En el caso de las particulas recubiertas con sélido dadas a conocer en el documento U.S. 6.482.517, en el que
la fase interior es una fase cubica inversa o hexagonal inversa, serd obvio para cualquier experto en la técnica que el
material que constituye el recubrimiento sélido es una fase distinta del interior liquido-cristalino.

Polar, apolar, anfifilo, tensioactivo, interfase polar-apolar, bicontinuo: se toman los términos “polar”,
“apolar”, “anfifilo”, “tensioactivo”, “interfase polar-apolar” y “bicontinuo” tal como se usan en el presente documento como
que tienen el significado proporcionado en la patente estadounidense 6.638.621, cuyo contenido completo se incorpora

al presente documento como referencia.

Asociado a bicapa, asociado a membrana: un compuesto o resto esta asociado a bicapa si se reparte
preferentemente en una bicapa sobre un compartimiento acuoso. Por tanto, si un material rico en bicapa tal como un
material de fase clbica inversa existe en equilibrio con agua en exceso y se pone en contacto con agua en exceso, y se
permite que un compuesto o resto asociado a bicapa se equilibre entre las dos fases, entonces la mayoria predominante
del compuesto o resto se ubicara en la fase rica en bicapa. La concentracion del compuesto o resto en la fase rica en
bicapa sera de al menos aproximadamente 100 veces, y preferiblemente al menos aproximadamente 1.000 veces,
mayor que en la fase acuosa.

Es importante observar que aunque las fases hexagonales inversas y fases clbicas discretas o discontinuas
inversas no tiene una verdadera bicapa como la unidad estructural fundamental, en la presente descripciéon se usara, no
obstante, la expresién “asociado a bicapa” para describir componentes que se reparten en los microdominios ricos en
lipidos (o ricos en tensioactivos) independientemente de si los dominios de este tipo se consideran “monocapas” o
“bicapas”. Por tanto, la expresion “asociado a bicapa” se refiere mas al reparto del compuesto en cuestion que a la
naturaleza precisa de la region de lipidos (o tensioactivos).

Ademas de los compuestos de direccionamiento y de carga de bicapa, otro componente de la particula que
puede asociarse a bicapa es el propio farmaco (0 mas generalmente, agente activo). Esto se prefiere para moléculas
pequefias, dado que significa que el farmaco tendera a permanecer con la particula incluso cuando se expone la
particula a grandes voliumenes de liquidos bioldgicos. Sin embargo, los farmacos que se reparten preferentemente en
los canales acuosos de material liquido-cristalino inverso, incluyendo muchas si no la mayoria de proteinas y otras
biomacromoléculas, pueden incorporarse en las particulas de la presente invencion, como pueden los farmacos que se
localizan en concentraciones comparables en los compartimentos acuoso e hidréfobo. En efecto, un aspecto importante
de la invencion que la distingue de las emulsiones tipicas, por ejemplo, son las areas superficiales polar-apolar muy
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grandes, que proporcionan un amplio volumen para los farmacos que tienen epitopos o grupos apolares que prefieren
un medio hidréfobo asi como grupos polares que prefieren el medio hidréfilo de los canales acuosos y regiones ricas en
grupos de cabeza.

Gota rica en agentes hidréfobos; fase rica en agentes hidréfobos: en algunas realizaciones de la presente
invencion, el material de fase liquido-cristalina inversa contendra, en su interior, una gota de una fase rica en agentes
hidréfobos que es distinta de la fase liquido-cristalina inversa; esto no debe confundirse con los dominios hidréfobos que
son elementos estructurales de la propia fase liquido-cristalina inversa. Esta gota rica en agentes hidréfobos sera de un
tamafio de entre aproximadamente 20 nm y 100 micras, que contendréa como componente mayoritario un agente
hidréfobo, por tanto un componente de baja solubilidad en agua (menos de aproximadamente el 3%), y/o de alto
coeficiente de reparto octanol-agua (Kow superior a o igual a aproximadamente 10, mas preferiblemente superior a
aproximadamente 100), en el que se solubilizan el agente activo y alguna fraccion (quizds muy pequefia) de cada uno
de los componentes del segundo volumen. Por tanto, mientras que la termodinamica dicta que este primer volumen
debe contener al menos una traza de lipido y el segundo volumen al menos una traza de liquido hidréfobo, la
caracteristica definitiva de la quimica del primer volumen es que la razén del liquido hidr6fobo con respecto al lipido es
significativamente mayor que en el segundo volumen. La solubilidad de un agente activo dado en una mezcla de agente
hidréfobo y lipido es normalmente una funcién que aumenta de manera muy marcada de una razén de agente
hidréfobo:lipido creciente, porque el agente hidréfobo puede generalmente elegirse especificamente por su capacidad
para solubilizar el agente activo particular mientras que la eleccién del lipido tiene mucho mas que ver con su capacidad
para formar cristales liquidos (en presencia del agente hidréfobo, en particular). Por ejemplo, mientras que la solubilidad
del farmaco paclitaxel en eugenol es de méas del 15% en peso, su solubilidad en una mezcla del 42% de fosfatidilcolina
de huevo, el 35% de eugenol y el 23% de agua es inferior al 1,5%; por tanto, la adicion de fosfolipido y agua a la
disoluciéon de paclitaxel en eugenol induce la precipitacion del paclitaxel. Por tanto, la presencia del primer volumen
puede aumentar drasticamente la solubilidad global del agente activo en la particula, y puede producir una
concentracion farmacéuticamente apropiada y sustancial del agente activo en casos en los que la solubilidad del agente
activo en una fase liquido-cristalina rica en lipidos (en ausencia del primer volumen) seria prohibitivamente baja, es
decir, en casos en los que una cantidad terapéutica del farmaco no podria solubilizarse en una cantidad
farmacéuticamente aceptable del cristal liquido. Estos requisitos pueden expresarse en términos de comportamiento de
fase tal como sigue. Debe existir una fase liquido-cristalina en equilibrio con una fase liquida que es rica en un liquido
hidroéfobo que solubiliza el agente activo. Ademas, preferiblemente debe existir un equilibrio trifasico con estas dos fases
en equilibrio con una fase rica en disolvente polar, que es habitualmente una fase rica en agua, a menudo mas del 90%
de agua.

Esta fase liquida sera continua de material hidr6fobo, que es la generalizacion de la expresion de la técnica
“continua de aceite” para el caso en el que el agente hidrofobo puede ser bastante diferente quimicamente de lo que se
denomina de manera comin como “aceite”. Termodindmicamente, esta fase liquida puede ser una disolucién micelar
inversa, una disolucién de tensioactivo (ya sea diluida o no, teniendo en cuenta que cada tensioactivo tendra cierta
solubilidad distinta de cero incluso si es extremadamente pequefia), una microemulsion rica en aceite, o una fase L3 (del
tipo denominado L3*, en publicaciones en las que se distinguen L3 y L3*). Estas fases se conocen bien en la técnica, y
se tratan en el documento U.S. 6.482.517.

Farmacéuticamente aceptable: en el contexto de esta invencion, “farmacéuticamente aceptable”
generalmente designa compuestos o composiciones en los que cada excipiente esta aprobado por la Administracion de
Alimentos y Farmacos (Food and Drug Administration), o un organismo similar en otro pais, para su uso en una
formulacion farmacéutica, o pertenece a una clase concisa de compuestos para la cual se ha presentado un Drug
Master File (Archivo Maestro del Farmaco) en una agencia reguladora gubernamental, habitualmente la FDA. Esto
también incluye compuestos que son componentes mayoritarios de excipientes aprobados, que se sabe que son de baja
toxicidad tomados internamente. Se publicé una lista de excipientes aprobados, cada uno con las diversas vias de
administracion para las que estan aprobados, por la Division de Recursos de Informacion sobre Farmacos de la FDA en
enero de 1996 y titulada “Guia de Principios Inactivos”. La existencia de un Drug Master File en la FDA es prueba
adicional de que un excipiente dado es aceptable para su uso farmacéutico, al menos para determinadas vias de
administracion. Para productos inyectables, se publicd una lista de excipientes aprobados en 1997. Véase Nema,
Washkuhn y Brendel (1997) PDA J. of Pharm. Sci. & Technol. 51(4):166. Debe afadirse que existen determinados
compuestos, tales como vitaminas y aminoacidos, que estan en productos inyectables (normalmente para nutricion
parenteral) como “agentes activos”, y por tanto se sabe que son seguros con la inyeccién, y compuestos de este tipo se
consideran en el presente documento como farmacéuticamente aceptables como excipientes también, para inyeccion.
Un ejemplo particularmente importante de una clase concisa de compuestos sobre los que se ha presentado un Drug
Master File (DMF) es la clase de tensioactivos Pluronic (poloxamero), para los que BASF tiene un DMF presentado. En
este caso, aungue so6lo unos pocos miembros de esta clase se han usado explicitamente en formulaciones inyectables,
para los fines de esta invencion, la homogeneidad de la clase, la presencia de un DMF y la existencia de formulaciones
para inyeccion aprobadas usando varios miembros de la clase es suficiente para incluir cada uno de los miembros de la
clase Pluronics como farmacéuticamente aceptables para productos inyectables.

En el contexto especifico de los anestésicos locales, a veces se comete el error de que sé6lo es necesario que
una formulacién de anestésico local sea farmacéuticamente aceptable para inyeccién subcutanea, u otra instilacion
local. Sin embargo, tal como se sefialé en otra parte en el presente documento, el peligro constante de una inyeccién
intravenosa o intraarterial involuntaria de una formulaciéon de este tipo conduce directamente al requisito de que la
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formulacion sea farmacéuticamente aceptable para inyeccidn intravenosa. Para un vehiculo particulado, esto también
conlleva el requisito importante de que el tamafio de particula sea aceptable para inyeccion i.v., 1o que significa
habitualmente submicrométrico, o preferiblemente de menos de aproximadamente 0,5 micras.

Particula estabilizada. Para los fines de esta descripcion, por brevedad la expresion “particula estabilizada”
significard una particula que puede, en pluralidad, formar una dispersién estable en un liquido, preferiblemente un
liguido que comprende un disolvente polar, y lo méas preferiblemente que comprende agua o glicerol. Una dispersion
estable significa que la dispersion de particulas no muestra efectos perjudiciales de floculaciéon o fusién con escalas
temporales de al menos varios dias, preferiblemente varias semanas y lo mas preferiblemente de méas de varios meses.

Diana, célula diana: en algunos casos estas expresiones tendran significados ligeramente diferentes en esta
descripcién tal como se usan a menudo en la técnica. Por “diana”, se entiende la célula, u otro resto, al que el agente
activo debe suministrarse mediante la particula con el fin de que se absorba o se vuelva disponible de otro modo, ya
corresponda o no al sitio de accion final del agente activo. Por ejemplo, si se administra un farmaco por via oral dentro
de las particulas de la invencion, la diana normalmente seria una célula epitelial intestinal de absorcién, sin importar cudl
es el sitio de accién del farmaco tras su absorcion sistémica. Si la particula lleva a cabo la tarea de conseguir que se
absorba el agente activo en el sitio diana, entonces ha tenido éxito en su tarea farmacéutica.

Resto de direccionamiento, compuesto de direccionamiento: en esta descripcion, esta frase tendra un
significado que es bastante distinto del de “diana” o “célula diana” tal como se definié anteriormente. Un resto de
direccionamiento es un grupo quimico que es parte de la particula de la presente invencion, situado o bien dentro del
cristal liquido o bien unido a la superficie de la particula, y sirve como una diana molecular para algin compuesto fuera
de la particula en la aplicaciéon, normalmente aunque no siempre una biomolécula en el cuerpo de un mamifero.
Entonces, un compuesto de direccionamiento es un compuesto que contiene un resto de direccionamiento. Es
importante sefialar que se incorpora el resto de direccionamiento en la presente invencion sin la introduccion de otra
fase en la superficie de la particula. En otras palabras, tal como se traté en otra parte en el presente documento, no se
aumenta el nimero de fases termodinamicas. Un ejemplo de un resto de direccionamiento seria un anticuerpo que se
une a la particula, por ejemplo mediante enlaces covalentes a un espaciador flexible que esta anclado a lipido en la
particula, de manera que el anticuerpo contiene un resto de direccionamiento que se unird a una molécula biolégica (el
antigeno) en el cuerpo y por tanto ubica la particula en el sitio de accién deseado. En este caso, el resto de
direccionamiento puede entenderse como o bien un motivo de unién en el anticuerpo, o bien el propio anticuerpo
completo.

Disolucién: mediante el término “disolucién” se entiende que esta disolviéndose un compuesto en
consideracion, o esta “experimentando disolucién”.

Solubilizar: este término se entiende que es esencialmente sinénimo al término “disolver” o “disolucion”,
aungue con una diferente connotacién. Se solubiliza un compuesto en consideracién en un material liquido o liquido-
cristalino si y solo si las moléculas del compuesto pueden difundir dentro del material liquido o liquido-cristalino como
moléculas individuales, y que el material de este tipo con el compuesto en el mismo forman una Unica fase
termodinamica. Debe tenerse en cuenta que se asocian connotaciones ligeramente diferentes con los términos
“disolver” y “solubilizar”. Normalmente, el término “disolver” se usa para describir el simple acto de poner un compuesto
cristalino en un material liquido o liquido-cristalino y permitir o estimular que el compuesto se descomponga y se
disuelva en el material, mientras que los términos “solubilizar” y “solubilizacién” generalmente se refieren a un esfuerzo
concertado para encontrar un material liquido o liquido-cristalino apropiado que pueda disolver tal compuesto. Criterios
quimicos: se han presentado en forma de tabla varios criterios y Robert Laughlin los ha tratado en detalle para
determinar si un grupo polar dado es funcional como un grupo de cabeza de tensioactivo, en el que la definicién del
tensioactivo incluye la formacion en agua de fases nanoestructuradas incluso a concentraciones bastante bajas. R.
Laughlin, Advances in Liquid Crystals, pags. 3-41, 1978. Una discusion adicional y una lista de temas que incluyen:
grupos polares que no funcionan como grupos de cabeza de tensioactivo; grupos polares que funcionan como grupos
de cabeza de tensioactivo; grupo apolar; y copolimeros de bloque de un Unico componente; véase la patente
estadounidense 6.638.621, cuyo contenido completo se incorpora al presente documento como referencia.

Agente farmacoldgico: un material se considerard un agente farmacoldgico siempre que la industria
farmacéutica y los organismos reguladores (concretamente, la FDA en los Estados Unidos) lo consideren un principio
activo farmacéutico (API), a diferencia de un principio inactivo (también conocido como excipiente). El término “farmaco”
se usara de manera intercambiable con “agente farmacolégico”, por brevedad.

Eficacia: La eficacia es la habilidad o capacidad especifica del producto farmacéutico para efectuar el
resultado para el cual se ofrece cuando se usa en las condiciones recomendadas por el fabricante. (Esta definicion se
toma literal del Titulo 9 del Cdodigo de Reglamentos Federales de los Estados Unidos). En el caso de formulaciones
orales de farmacos activos de manera sistémica, la eficacia del farmaco naturalmente se ve afectada fuertemente por el
grado de absorcidn sistémica, que se mide mediante la AUC (“area bajo la curva”), una integracién de los niveles en
sangre con el tiempo de duracién de estos niveles en sangre.

Dosis terapéutica habitual; dosis recomendada: estas expresiones, usada de manera intercambiable en el
presente documento, se refieren a la dosis que, en el momento de aplicacién del agente farmacolégico, se recomienda
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para su uso en un entorno dado por fuentes autorizadas en la comunidad farmacéutica, incluyendo el Vademécum de
Especialidades Farmacéuticas (Physician’s Desk Reference), prospectos del medicamento, y la Administraciéon de
Alimentos y Farmacos. La intencién en el presente documento es que esto haga referencia a la dosis cuando se
administra en su vehiculo habitual, tal como la disolucién acuosa de la forma de clorhidrato en el caso de la mayoria de
anestésicos locales, en vez de en las formulaciones que se ensefian en esta invencion, para lo que se usa la
formulacion habitual en el vehiculo habitual como punto de referencia.

Dosis subtdxica: Una dosis administrada se considerara “subtodxica” en esta descripcién si y sélo si satisface
dos criterios: 1) la cantidad de farmaco administrado es menor que o aproximadamente igual a la mayor dosis
recomendada generalmente aceptada para la practica médica; y 2) la dosis administrada en la composicién indicada no
introduce toxicidad sistémica significativa superior a la de la dosis recomendada en su vehiculo habitual. Con respecto al
criterio 1, en el caso de la bupivacaina, este criterio requeriria una dosis menor que aproximadamente 2 mg/kg; en el
Vademécum de Especialidades Farmacéuticas se proporcionan dosificaciones maximas recomendadas, (véase, por
ejemplo, 55% edicién, pagina 601), y para un paciente de 70 kg estas dosis se traducen en un méaximo de
aproximadamente 2 mg/kg.

Dosis supertoxica: Una dosis administrada se considerara “supertéxica” en esta descripciéon si y soélo si
satisface cualquiera de los dos criterios: 1) la cantidad de farmaco administrado es superior a 0 aproximadamente igual
a la dosis que se acepta generalmente que provoca toxicidades sistémicas peligrosas; o 2) la dosis administrada en la
composicion indicada introduce toxicidades sistémicas peligrosas. (Se observara que “supertéxico” no es sinénimo de
“no supertoxico”; sino que hay un punto intermedio que no es ni lo suficientemente seguro como para satisfacer la
definicion de “subtdxico”, ni lo suficientemente peligroso como para cumplir con la definicién de “supertoxico”). Con
respecto al criterio 1, en el caso de la bupivacaina, este criterio para supertéxico se traduce en una dosis superior a 3
mg/kg.

Duracién de referencia: La duracion de referencia de un agente activo farmacéutico significa el promedio o la
duracion tipica de la accion eficaz para la dosificacion de base de este farmaco, que en la mayoria de contextos en el
presente documento se entendera que significa la dosis recomendada publicada. En el caso de un anestésico local, esto
significa la duracion promedio de la accion analgésica o anestésica, definida en el presente documento como que es
bloqueo nervioso sensorial a menos que se indique de otro modo, de este farmaco cuando se administra en su
formulacion de disolucion acuosa de clorhidrato habitual segun el procedimiento que es la practica médica habitual
(véase el procedimiento descrito a continuacion). Para la bupivacaina, por ejemplo, esta duracion de referencia para una
dosis terapéutica normal de 1 mg/kg es de aproximadamente 4 horas.

Administracién Unica: Se considerard que una formulacion del farmaco se administra mediante una
administracion Unica si y solo si se deposita la formulacion del farmaco completa en o sobre el organismo durante una
escala temporal que es al menos un orden de magnitud menor que la duraciéon de referencia de esta cantidad de
farmaco cuando se administran en su vehiculo habitual, que en el caso de un anestésico local es una disolucién acuosa.

Aumento en la duracion: el aumento en duracién de un farmaco dado en una formulacién particular es la
razén (expresada como porcentaje) del incremento en el aumento de la duracion de tiempo de la accion eficaz (en
particular, para el caso de un anestésico local, ésta es la duracion del bloqueo nervioso, medida mediante
procedimientos descritos en el presente documento) del farmaco en esta formulacion con respecto a la duracién de
referencia de esta misma dosis del mismo farmaco.

Duracién relativa: esto es el aumento en duracién, mas el 100%. Es decir, es la razon (expresada como
porcentaje) de la duracion de tiempo de la accién eficaz del farmaco en esta formulacion con respecto a la duracion de
referencia de esta misma dosis del mismo farmaco. Una formulaciéon con un aumento en la duracién de desde, digamos,
4 horas hasta 6 horas tendria un aumento en la duracién del 50%, y una duracién relativa del 150%.

Dosis relativa: esto se define simplemente que es la razén (expresada como porcentaje) de la dosis dada en
una formulacién particular con respecto a la dosis terapéutica normal (en particular, la dosis a la que se hace referencia
en la definiciéon de duracion de referencia). Para el caso de la bupivacaina, cuando se toma en el presente documento
que la dosis terapéutica habitual es de 1 mg/kg, la dosis relativa de una formulacién de interés es simplemente la dosis
dividida entre 1 mg/kg, expresada como porcentaje (es decir, multiplicado por el 100%).

Factor de amplificacion: esto se define que es la duracién relativa dividida entre la dosis relativa. Como
ejemplo, en el caso de la formulacion de bupivacaina liposémica de Grant et al. revisada anteriormente, la dosis relativa
era de [150 mg/kg]/[1 mg/kg] x 100% = 15.000% y la duracion relativa era de [24 h]/[4 h] x 100% = 600%, y de ese modo
el factor de amplificacion era de 600%/15.000% = 0,04.

Bajo indice terapéutico; estrecha razén terapéutica: Se usardn estas expresiones de manera
intercambiable. La estrecha razén terapéutica se define en los reglamentos en 21 CFR 320.33(c). Esta subseccion se
ocupa de los criterios y la evidencia para evaluar problemas de bioequivalencia reales o potenciales. En la Seccion
320.33(c) del Caodigo de Registro Federal 21, la FDA de los Estado Unidos define un medicamento que tiene una
estrecha razon terapéutica tal como sigue: existe una diferencia de menos de 2 veces en la mediana de la dosis letal y
la mediana de los valores de dosis eficaz, o existe una diferencia de menos de 2 veces en las concentraciones téxicas
minimas y concentraciones eficaces minimas en la sangre. Para los fines de esta descripcion, la expresion se
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interpretara mas ampliamente, para indicar farmacos para los que la ventana terapéutica es lo suficientemente estrecha
como para que las mejoras en el indice terapéutico obtenidas mediante la reformulacion del farmaco se consideren un
avance significativo en el campo.

Excipiente: compuesto y mezclas de compuestos que se usan en formulaciones farmacéuticas que no son los
propios principios activos farmacéuticos. El término “excipiente” es sinénimo de “principio inactivo”.

Fases liquido-cristalinas inversas, incluyendo fase hexagonal inversa y fase clbica inversa (incluyendo esta
Ultima tanto fase cubica bicontinua inversa y fase cubica discreta inversa) se entienden que son tal como se describen
en detalle en otra parte (por ejemplo, en la patente estadounidense 6.638.621, cuyo contenido completo se incorpora al
presente documento como referencia). Estas fases se conocen en la técnica de autoasociacién de tensioactivos.

En resumen, las fases liquido-cristalinas nanoestructuradas se caracterizan por estructuras de dominios,
compuestas de dominios de al menos un primer tipo y un segundo tipo (y en algunos casos tres o incluso mas tipos de
dominios) que tienen las siguientes propiedades:

a) los restos quimicos en los dominios del primer tipo son incompatibles con aquellos en los dominios
del segundo tipo (y en general, cada par de tipos de dominios diferentes son incompatibles entre si) de manera
que no se mezclan en las condiciones dadas sino que permanecen como dominios separados; (normalmente,
los dominios del primer tipo podrian estar compuestos sustancialmente por restos polares tales como agua y
grupos de cabeza lipidicos, mientras que los dominios del segundo tipo podria estar compuestos
sustancialmente por restos apolares tales como cadenas hidrocarbonadas, sistemas de anillos condensados,
cadenas de poli(6xido de propileno), cadenas de polisiloxanos, etc.);

b) el ordenamiento atdmico dentro de cada dominio es de tipo liquido mas que de tipo sélido, carece
de ordenamiento reticular de los atomos; (esto se manifestaria por la ausencia de reflexiones de picos de
Bragg marcadas en la difraccion de rayos X de angulo ancho);

c) la dimensién mas pequefia (por ejemplo, el espesor en el caso de capas, el diametro en el caso de
cilindros o esferas) de sustancialmente todos los dominios es del orden de los nandémetros (a saber, desde
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 100 nm); y

d) la organizacion de los dominios se ajusta a una red cristalina, que puede ser uni, bi o tridimensional,
y que tiene un parametro de red (o tamafio de celda unidad) del orden de los nandémetros (a saber, desde
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 200 nm); por tanto, la organizacion de los dominios se ajusta a
uno de los 230 grupos espaciales presentados en forma de tabla en las Tablas Internacionales de
Cristalografia, y se manifestaria en una medicién de difusion de rayos X de angulo pequefio (SAXS) bien
disefiada por la presencia de reflexiones de Bragg agudas estando los espaciados d de las reflexiones de
menor orden en el intervalo de 3-200 nm.

Fase hexagonal inversa: La fase hexagonal inversa, un tipo de fase liquido-cristalina liotrépica, se caracteriza
por:

1. Los rayos X de angulo pequefio muestran picos que se indexan como 1:¥3:2:\7:3.... en general,
J(h® + hk - k%), en la que h y k son nimeros enteros, los indices de Miller del grupo de simetria hexagonal
bidimensional,

2. A simple vista, la fase generalmente transparente cuando estd completamente equilibrada, y por
tanto, por ejemplo, a menudo considerablemente mas clara que cualquier fase laminar cercana.

3. En el microscopio 6ptico de polarizacion, la fase es birrefringente, y Rosevear y Winsor han descrito
bien las texturas bien conocidas (por ejemplo, Winsor (1968) Chem. Rev., pag. 1).

4. La viscosidad es generalmente bastante alta; la viscosidad limitante de cizallamiento cero es del
orden de millones e incluso miles de millones de centipoises.

5. El coeficiente de autodifusion del agua es lento en comparacion con el de la fase laminar, al menos
inferior en un factor de dos; el del tensioactivo es comparable al de las fases laminar y cubica inversa.

6. La forma de banda del ?H-RMN usando tensioactivo deuterado muestra un desdoblamiento, que es
la mitad del desdoblamiento observado para la fase laminar.

7. En cuanto al comportamiento de fase, la fase hexagonal inversa se produce generalmente a altas
concentraciones de tensioactivo en sistemas de agua/tensioactivo de dos colas, que a menudo se extienden a,
o cerca de, el 100% de tensioactivo. Habitualmente, la regién de fase hexagonal inversa es adyacente a la
region de fase laminar, lo que se produce a una concentracion de tensioactivo inferior, aunque a menudo se
producen fases cubicas inversas bicontinuas entremedias.
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Fase cubica inversa: La fase cUbica inversa se caracteriza por:

1. Los rayos X de angulo pequefio muestran picos que se indexan a un grupo espacial tridimensional
con un aspecto cubico. Los grupos espaciales mas cominmente encontrados, junto con sus indexaciones son:
la3d (n.° 230), con indexacion V6:V8:V14:4..... Pn3m (n.° 224), con indexacién ¥2:13:2:V6:v8... e Im3m (n.° 229),
con indexacién \2:V4:6:V8:V10.... También se han observados los grupos espaciales cubicos n.% 212
(derivados del grupo espacial n.° 230 mediante una ruptura de simetria) y n.° 223 (correspondiente a micelas
cerradas dispuestas en una red cristalina cubica).

2. A simple vista, la fase es generalmente transparente cuando esta completamente equilibrada, por
tanto a menudo considerablemente mas clara que cualquier fase laminar cercana.

3. En el microscopio 6ptico de polarizacion, la fase no es birrefringente, y por tanto no existe ninguna textura
oOptica.

4. La viscosidad es muy alta, mucho mas viscosa que la fase laminar. La mayoria de las fases cubicas inversas
tienen viscosidades de cizallamiento cero del orden de miles de millones de centipoises.

5. No se observa ningun desdoblamiento en la forma de banda de RMN, solo un pico individual,
correspondiente al movimiento isotrépico.

6. En cuanto al comportamiento de fase, se encuentra la fase cubica bicontinua inversa o bien entre la fase
laminar y la fase hexagonal inversa, o bien para un contenido en agua inferior a la fase hexagonal inversa. Una buena
regla es que si la fase clbica se encuentra a concentraciones de agua superiores a las de la fase laminar, entonces es
normal, mientras que si se encuentra a concentraciones de tensioactivo superiores a las de la laminar entonces es
inversa (siendo una excepcién notable el caso de la fase cubica inversa en monoglicéridos insaturados de cadena
larga).

Variantes deshidratadas. Una variante deshidratada de un cristal liquido inverso es una composicion que
produce una fase liquido-cristalina inversa tras el contacto con el agua (o mas rara vez, otro disolvente polar), ya sea o
no esta misma composiciéon deshidratada una fase liquido-cristalina inversa.

MATERIALES Y METODOS

En esta invencion, el procedimiento normalmente comienza con la seleccién de una composicién de cristal
liquido que preferiblemente solubiliza, o de otro modo atrapa (por ejemplo, incorpora) el agente activo, y tiene las
caracteristicas fisicoquimicas apropiadas para las interacciones deseadas tal como se describen en el presente
documento. Un agente activo puede describirse como “atrapado” por la composicion de cristal liquido si, por ejemplo, el
agente activo se solubiliza en una gota de aceite que se ubica en ultima instancia dentro de la particula, o si el agente
activo esta en forma cristalina, y los cristales se dispersan en Ultima instancia por toda la particula. Las composiciones
para fases liquido-cristalinas inversas se tratan extensamente en el documento U.S. 6.452.517 cuyo contenido se
incorpora al presente documento como referencia, y en las solicitudes de patente estadounidense nimeros 09/994.937
y 10/460.659, que se incorporan al presente documento como referencia. Tal como se tratard en mayor detalle a
continuacion, en la forma mas preferida, el agente activo forma un componente de la fase clbica inversa o hexagonal
inversa.

Una consideracion importante en la seleccion de una composicién de cristal liquido, que puede no ser obvia
para los expertos en la técnica tradicional, es que la composicion elegida para al cristal liquido deber ser lo
suficientemente robusta, en particular, debe tener un punto de fusion lo suficientemente alto (la mejor medida individual
de esta caracteristica) que pueda albergar la incorporacién de un componente asociado a bicapa, cargado, tal como un
tensioactivo idnico. Tales componentes a menudo (aunque no de manera universal) tienen el efecto de fundir materiales
tales como fases cubicas inversas. Cuando una fase cubica inversa se funde, por ejemplo, mediante la adicion de un
componente asociado a bicapa cargado, habitualmente se fundird para dar o bien una fase L2, o bien una fase L3,
presentando ambas interacciones limitadas con las barreras bioldgica, tal como se describe en el presente documento.

Las excepciones a la regla general de que altas cargas (superiores a aproximadamente el 8%, o especialmente
superiores al 15%) de un tensioactivo cargado funden habitualmente las fases liquido-cristalinas inversas, se producen
mas menudo cuando el tensioactivo tiene dos (o mas) cadenas hidrofobas largas (mayores que o iguales a 12 carbonos
cada una) y un grupo de cabeza polar de PM relativamente bajo, en particular PM<300, particularmente si las cadenas
hidréfobas son cadenas de alcano saturadas. Por tanto, un tensioactivo de doble cadena tal como bromuro de
didodecildimetilamonio normalmente no provocara la fusion de un material de fase liquido-cristalina inversa, ni de una
molécula de fosfolipido cargada si esta saturada. Estos fosfolipidos de doble cadena que estan cargados de manera
suficientemente fuerte para esta aplicacion incluyen fosfatidilglicerol, fosfatidilserina, fosfatidilinositol y acido fosfatidico,
pero no fosfatidilcolina ni fosfatidiletanolamina.

Tras, o simultdneamente con, la seleccién de la composicion de cristal liquido, se selecciona(n) uno o mas
componentes asociados a bicapa, cargados de manera idnica, basandose en propiedades tales como coeficiente de
reparto (generalmente alto es lo mejor, preferiblemente superior a aproximadamente 1.000), baja toxicidad, estado
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regulador favorable (dependiente de la via de administracién), y solubilidad y compatibilidad con los otros componentes
de la formulacién. En el presente documento, se proporciona una seleccion de componentes de este tipo.

En el transcurso de este trabajo, se establecié que una vez que el potencial zeta de un conjunto de estas
particulas de fase liquido-cristalina inversa es igual o superior a aproximadamente 25 milivoltios de magnitud (es decir,
mas positivo que 25 mV o mas negativo que -25 mV), o preferiblemente superior a aproximadamente 30 mV de
magnitud (0 mas negativo que -30 mV), entonces no se requiere ningdn otro mecanismo para la estabilizacién de la
dispersion frente a la floculacion. En algunos casos, otras fuerzas de atraccion excepcionales, tales como
entremezclado de cadenas poliméricas asociadas a superficie, condiciones idnicas inusuales, redistribuciones
dependientes del tiempo dentro de las particulas, pueden impedir la formacién de particulas estabilizadas mediante este
método solo.

Generalmente se estd de acuerdo en la técnica en que las diferencias en los potenciales zeta no son
significativas a menos que difieran en aproximadamente 5 mV o mas. Expresado de otro modo, con poca pérdida de
informacion, los potenciales zeta pueden natificarse como multiplos de 5 mV. Por tanto, la regla de que 30 mV (positivo
0 negativo) o superior es suficiente para la estabilizacion de la carga se expresara, para los fines de esta descripcion,
como el criterio de que un potencial zeta superior a aproximadamente 25 mV de magnitud es lo que la invencion
requiere como carga superficial, prefiriéndose especialmente un valor superior a aproximadamente 30 mV.

Es importante optimizar la razén de tensioactivo cargado con respecto a cristal liquido, cuando se estabiliza la
carga de particulas liquido-cristalinas para inyeccion. La eliminacion o minimizacion de las poblaciones de particulas
que se encuentran por debajo del potencial zeta critico para su estabilizacién es importante para su estabilidad y
establece un valor minimo para la razén, y esto se ilustra en los ejemplos a continuacién con mediciones cuantitativas,
segun el método preferido. Se prefiere que la fraccién de intensidad ponderada de las particulas con potencial zeta
menor que 25 mV de magnitud sea menor que aproximadamente el 10%, y mas preferiblemente menor que
aproximadamente el 3%. Obsérvese que esto hace referencia a la distribucién de intensidad ponderada determinada
mediante un método de dispersién de la luz, y en casos en los que, por ejemplo, el 10% de la distribucion notificada se
encuentre por debajo de 25 mV de magnitud, debe recordarse que el ensanchamiento por difusion exagera este valor
notificado, y por tanto la poblacion de intensidad ponderada real a valores inferiores a 30 mV de hecho sera
considerablemente menor que esto.

Estos requisitos del potencial zeta deben reunirse sin utilizar concentraciones excesivas de tensioactivo
cargado. Una razon para esto es que la introduccion de mayores cargas de tensioactivo cargado puede conducir a un
aumento en la toxicidad de la formulacién. Aunque los tensioactivos ionicos tales como SDS, docusato y cloruro de
benzalconio (un conservante bien conocido) estan presentes en la actualidad en formulaciones inyectables aprobadas
por la FDA, esto no quiere decir que estén desprovistos de efectos toxicos incluso a dosis mayores, particularmente en
el caso de los compuestos cationicos. Las normas de la FDA recomiendan generalmente el uso de la menor cantidad de
excipiente requerido para el trabajo, en este caso para la estabilizacion.

El uso de tensioactivos con grupos polares hidréfilos poliméricos, particularmente polietilenglicol (PEG), tales
como Pluronics (poloxameros) o ésteres de glicerol o sorbitol pegilados, con valores de HLB superiores a
aproximadamente 8 o un peso molecular de PEG total superior a aproximadamente 2.000 debe minimizarse en la
practica de esta invencion dado que, al igual que las razones excesivas de tensioactivo cargado con respecto a fase
cubica, tienen un fuerte tendencia a inducir recubrimientos de fase laminar o L3. También se sabe que los tensioactivos
de este tipo presentan un “efecto de apilamiento” sobre las superficie; mediciones de dispersion de la luz casi elasticas
en las particulas dispersas con Pluronic de alto HLB, por ejemplo, muestran un aumento en el diametro de particula a
medida que aumenta la concentracién de Pluronic de alto HLB, lo que indica el apilamiento de las moléculas de
tensioactivo en la superficie de la particula, lo que claramente interferir4 con las interacciones particula-célula tal como
se trata en el presente documento.

Incorporacion del agente activo. Existen tres formas generales en las que puede incorporarse el agente
activo en la particula no recubierta de la presente invencion. Estas se describen a continuacion.

Primera forma: en esta forma, la forma preferida, se disuelve el agente activo en el material de fase liquido-
cristalina inversa. Expresado mas precisamente, el agente activo es uno de los componentes, que, junto con los otros
componentes, forman el cristal liquido en las condiciones usadas (temperatura, presion, etc.), como una fase de
equilibrio termidindmico. Obsérvese que esto no es necesariamente lo mismo que decir que el agente activo se “afiade
a” a la fase liquido-cristalina inversa, porque la fase a la que se afiade el agente activo podria ser totalmente diferente
antes de la adicion del agente activo; la adicion del agente activo puede promover la formacion de la fase liquido-
cristalina inversa. Por ejemplo, en los ejemplos proporcionados en el presente documento que implican propofol se
solubiliza el agente activo propofol en el cristal liquido como una “primera forma” es decir, se solubiliza el propofol en el
material de fase liquido-cristalina inversa, y es uno de los componentes que forman el material liquido-cristalino.

Segunda forma: en esta forma, el agente activo se dispersa en el material de fase liquido-cristalina inversa, en
forma de o bien cristal, que estan preferiblemente del orden de las submicras, o bien una forma soélida amorfa. En este
caso, por definicion, la parte del agente activo que se dispersa, y no se disuelve, no afecta al comportamiento de fase
del material liquido-cristalino. Este tipo de realizacion puede realizarse de al menos tres maneras. En el método
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preferido, se mezcla fisicamente el agente activo con el material de fase liquido-cristalina inversa, y entonces se
dispersa el material resultante en agua tal como se da a conocer en otra parte en el presente documento. Antes del
mezclado, el agente activo puede someterse a micronizacion, o incluso hacerse submicrométrico. Si esto requiere el uso
de tensioactivo u otro agente estabilizante, entonces debe controlarse que este agente estabilizante no altere la fase
liquido-cristalina inversa, a los niveles usados. Se han descrito métodos para producir cristales submicrométricos de
material de farmaco de una manera farmacéuticamente aceptable, por ejemplo en la patente estadounidense 5.510.118
citada anteriormente. En un segundo método de esta forma, se dispersan las particulas activas soélidas junto con la fase
liquido-cristalina inversa, con la intencion de que el cristal liquido cubrira el agente activo sélido debido a la menor
tensién interfacial, una suma mas favorable de interacciones entre el agente activo sélido y el cristal liquido, y el cristal
liquido y la fase continua liquida polar. En el tercer método, en primer lugar se solubiliza el agente activo, o bien en el
liquido, preferiblemente un disolvente polar, o bien, preferiblemente, en el cristal liquido o un precursor del mismo, a, por
ejemplo, temperatura elevada o un pH favorable, y entonces se cambian las condiciones para precipitar o cristalizar el
agente activo, preferiblemente en el interior de la matriz liquido-cristalina.

Tercera forma: el agente activo esta en forma liquida, o bien como un agente activo liquido (por ejemplo, en el
caso de un farmaco liquido) o bien como una disolucién del farmaco en una fase liquida que es (necesariamente)
distinta de e interior al material de fase liquido-cristalina. Se incluye este liquido en el material liquido-cristalino, rodeado
por una matriz contigua y continua del material liquido-cristalino.

Son posibles las combinaciones de estas tres formas. Por ejemplo, podria solubilizarse una parte del agente
activo en el cristal liquido, mientras que el resto podria estar en forma cristalina dispersa en el cristal liquido.

Tal como se acaba de describir en la primera forma, cuando se disuelve el agente activo en la fase liquido-
cristalina cubica inversa o hexagonal inversa, es sumamente deseable que en la dispersion final, se ubique la mayoria
del agente activo en la fase liquido-cristalina, es decir en las particulas, en lugar de en el exterior acuoso. De esta
manera, el uso de la invencién puede beneficiarse completamente de las caracteristicas de la fase liquido-cristalina
inversa tal como se describe en el presente documento: el secuestro y la proteccién del farmaco tanto en
almacenamiento como frente al ataque de los componentes bioldgicos del organismo; las interacciones intimas entre las
particulas y las membranas bioldgicas; cualquier capacidad de direccionamiento incorporada en las particulas tales
como anticuerpos o lectinas; cualquier antioxidante (por ejemplo, tocoferol) o componentes protectores de otro modo en
las particulas; conformacion favorable y mas fisiolégica y presentacion de compuestos bioactivos especialmente
proteinas; naturaleza biomimética del vehiculo en relacién con las biomembranas, etc. Ademas, tal como se trata en el
presente documento, se cree que varios farmacos presentan un efecto dafiino (por ejemplo, ardor en la inyeccién)
cuando estan presentes, incluso en cantidades minusculas, en la fase exterior acuosa de una microgota o un sistema
microparticulado, ain cuando no se ubica dentro de una particula o gota hidréfoba. De hecho, generalmente se prefiere
en estas realizaciones que mas de aproximadamente el 90% del farmaco se ubique preferentemente en las particulas,
y, tal como se observa en el ejemplo 18 y la discusion a su alrededor, se prefiere especialmente que mas de
aproximadamente el 99% del farmaco se ubique preferentemente en las particulas (véase el ejemplo 18),
particularmente en el caso en el que el farmaco es propofol.

En la tercera forma, cuando el agente activo es un liquido incluido en el material liquido-cristalino, rodeado por
una matriz contigua y continua del material liquido-cristalino, puede esperarse de manera razonable que el farmaco
permanecera con el material liquido-cristalino en el organismo y de ese modo obtener las ventajas de la asociacion.
Esto debe contrastarse con el documento U.S. 6.071.524 en el que las particulas de gel cubicas se sitdan en la interfase
entre las microgotas de aceite y la fase exterior acuosa. Con el gran area superficial de las interfases de aceite-agua en
el organismo, y esta relacion espacial débil topolégicamente entre las particulas de gel y las gotas de aceite, existe una
buena razén para creer (y no se proporciona ninguna prueba de lo contrario en el documento 6.071.524) que las
particulas de gel se separaran de las gotas de aceite en su curso a través del organismo, en una aplicacion
farmacéutica del documento 6.071.524. Tampoco existe una razén convincente para creer que se transportaran las
gotas de aceite a través de una barrera de biomembrana incluso si son las mismas particulas de gel cubicas.

Incorporacidon de un componente asociado a bicapa, cargado. Un aspecto clave de la invencion es la
incorporacion de un compuesto asociado a bicapa, cargado de manera iénica, que induce una carga en toda la bicapa, y
crea una carga superficial sobre las particulas del material liquido-cristalino. Existen dos métodos generales para
incorporar este compuesto cargado, aunque el resultado neto normalmente no se ve afectado por la eleccion del
método. En un método, se mezcla el compuesto cargado junto con el material liquido-cristalino, o en algunos casos, la
fase liquido-cristalina inversa requiere la presencia del compuesto cargado. En otro método, el compuesto cargado esta
presente en la fase liquida, preferiblemente solubilizado en la misma, y se dispersa el cristal liquido en esta mezcla. Al
final, los componentes tenderan hacia la equilibracién, que tendera a minimizar las diferencias entre estos enfoques, de
manera que se repartira el componente cargado entre las particulas liquido-cristalinas y la fase polar segin una
distribucién que eventualmente llegara a una distribucion en equilibrio, o casi en equilibrio.

El compuesto asociado a bicapa, cargado a menudo, aunque no siempre, serd un tensioactivo cargado, o bien
un tensioactivo anionico o bien, mas rara vez, un tensioactivo catidnico. A continuacién se proporcionan ejemplos de
tensioactivos de este tipo, farmacéuticamente aceptable para diversas vias de administracion. Sin embargo, en muchas
realizaciones de la invencion, el compuesto cargado no satisfara la definicién (proporcionada anteriormente) de un
tensioactivo, pero no obstante se adecuard perfectamente bien como un compuesto asociado a bicapa, cargado que
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puede producir particulas de la presente invencion. El compuesto asociado a bicapa, cargado puede ser el agente
activo.

Compuestos asociados a bicapa, aniénicos. Para las formulaciones destinadas para su administracion por
inyeccion u otras vias no orales, los restos aniénicos especialmente preferidos para establecer la carga en las
microparticulas de esta invencién son: docusato, dodecilsulfato, acido desoxicoélico (y colatos relacionados, tales como
glicocolato), succinato de tocoferol, acido estearico y otros acidos grasos de 18 carbonos incluyendo acidos oleico,
linoleico y linolénico, &cido gentisico, aminoécidos hidréfobos incluyendo triptéfano, tirosina, leucina, isoleucina, acido
aspartico, cistina, y sus derivados N-metilados, particularmente N-acetiltriptéfano, cloruro de miristil-gamma-picolinio,
fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol (particularmente dimiristoil-fosfatidilglicerol), y otros fosfolipidos
anionicos y acidos. El experto en la técnica reconocera el docusato como el resto anioénico del tensioactivo docusato de
sodio (también conocido como Aerosol OT), y dodecilsulfato como el resto anidnico del tensioactivo dodecilsulfato de
sodio, o SDS. También pueden usarse polipéptidos y proteinas tensioactivas, tales como caseina y albdmina, aunque
debe prestarse mucha atencion al pH que tendran un efecto sobre la carga de la molécula.

Para las formulaciones destinadas para su administracion oral, pueden usarse los compuestos anionicos
anteriores, pero ademas existen varios otros compuestos que pueden proporcionar el anién. Estos incluyen palmitato de
ascorbilo, lactilato de estearoilo, glicirrizina, citrato de monoglicérido, citrato de estearilo, estearilfumarato sodio,
ramnolipido JBR-99 (y otros biotensioactivos de Jeneil Biosurfactant), acido glicocélico, acido taurocélico y acido
tauroquenodesoxicolico.

Los tensioactivos aniénicos especialmente preferidos son: oleato de sodio, dodecilsulfato de sodio, dietilhexil-
sulfosucinato de sodio, dimetilhexil-sulfosuccinato de sodio, di-2-etilacetato de sodio, 2-etilhexil-sulfato de sodio,
undecano-3-sulfato de sodio, etilfenilundecanoato de sodio, jabones de carboxilato de la forma IC,, en los que la
longitud de la cadena n esta entre 8 y 20 e | es un contraidn monovalente tal como sodio, potasio, amonio, etc.

Compuestos asociados a bhicapa, catiénicos. Tal como se trato en el presente documento, en la actualidad
la seleccion de los tensioactivos catidnicos farmacéuticamente aceptables para inyeccion se limita principalmente a
cloruro de miristil-gamma-picolinio y cloruro de benzalconio. Sin embargo, varios otros lipidos y tensioactivos catidnicos
estan en la actualidad en investigacion como excipientes farmacéuticos para productos inyectables, que incluyen:
clorhidrato de dimetilaminoacetato de tocoferilo, Cytofectin gs, 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-trimetilamonio-propano,
colesterol unido a lisinamida u ornitinamida, bromuro dimetildioctadecilamonio, 1,2-dioleoil-sn-3-etilfosfocolina y otros
lipidos de doble cadena con una carga cationica llevada por un atomo de fosforo o arsénico, yoduro de
trimetilaminoetanocarbamoil-colesterol, cloruro de O,O’-ditetradecanoil-N-(alfa-trimetil-amonioacetil)dietanolamina (DC-
6-14), cloruro de N-[(1-(2,3-dioleiloxi)propil)]-N-N-N-trimetilamonio, cloruro de N-metil-4-(dioleil)metilpiridinio (“saint-2"),
glicésidos lipidicos con grupos colgantes aminoalquilo, bromuro de 1,2-dimiristiloxipropil-3-dimetilhidroxietil-amonio,
bromuro de  bis[2-(11-fenoxiundecanoato)etil]-dimetilamonio, = bromuro de  N-hexadecil-N-10-[O-(4-acetoxi)-
fenilundecanoato]etil-dimetilamonio, 3-beta-[N-(N’,N’-dimetilaminoetano)-carbamoilo.

Otros compuestos asociados a bicapa utiles. Otros compuestos asociados a bicapa, cargados, adecuados
para su uso en la presente invencion, que pueden captar una carga en al menos algunas condiciones, incluye: acidos
grasos, compuestos fendlicos tales como eugenol, isoeugenol, quinolinas, hidroxiquinolinas y benzoquinolinas,
compuestos triciclicos tales como carbazol, fenotiazina, etc., pigmentos, clorofila, determinados extractos de aceites
naturales particularmente aquellos que son fendlicos (tales como aceite de clavo, aceite de jengibre, aceite de
albahaca), biotensioactivos (tales como “JBR-99” de Jeneil), una amplia gama de colorantes. Pueden usarse proteinas y
polipéptidos anfifilos, incluyendo gramicidina, caseina, albimina, glicoproteinas, proteinas ancladas a lipidos, proteinas
receptoras y otras proteinas de membrana tales como proteinasa A, amiloglucosidasa, encefalinasa, dipeptidilpeptidasa
IV, gamma-glutamiltransferasa, galactosidasa, neuraminidasa, alfa-manosidasa, colinesterasa, arilamidasa, surfactina,
ferroquelatasa, espiralina, proteinas de unién a penicilina, glicotransferasas microsomales, cinasas, proteinas de
membrana externa bacteriana, y antigenos de histocompatibilidad. Tal como se conoce bien, cada proteina tiene una
carga neta, excepto en su punto isoeléctrico (pl), y por tanto una proteina asociada a membrana farmacéuticamente
aceptable es adecuada para su uso en la presente invencion siempre que el pH esté alejado de su punto isoeléctrico.
En la actualidad se aceptan unas pocas proteinas de este tipo como componentes inactivos para preparaciones
farmacéuticas, al menos con algunas condiciones, y éstas incluyen gluten, caseina y albumina.

Tensioactivos y lipidos. Los lipidos y tensioactivos, de baja toxicidad, de manera especial farmacéuticamente
aceptables, forman la base de las fases liquido-cristalinas liotrépicas que son un bloque estructural fundamental de la
presente invencion. Los tensioactivos preferidos que estan aprobados por la FDA como productos inyectables y otros
tensioactivos y lipidos de baja toxicidad, que tienen solubilidad al menos relativamente baja en agua, que se prefieren
para la presente invencion para productos destinados para varias vias de administraciéon, incluyen aquellos indicados en
la patente estadounidense 6.638.621, cuyo contenido completo se incorpora al presente documento como referencia. El
inventor ha encontrado que los siguientes tensioactivos farmacéuticamente aceptables son particularmente utiles en la
formacion de fases cubicas y hexagonales inversas insolubles: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, Arlatone G, Tween
85, monooleato de glicerol y otros monoglicéridos insaturados de cadena larga (sélo aplicaciones orales, topicas y
bucales), monooleato de sorbitano, docusato de zinc y calcio, y Pluronics con menos de aproximadamente el 30% de
grupos PEO en peso, especialmente Pluronic L122 y en un menor grado L101; Pluronic P123 (y de igual manera
Pluronic 103) también forma fases cubicas y hexagonales inversas pero tiene una solubilidad en agua significativa que
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puede limitar su utilidad en algunas aplicaciones. Los tensioactivos etoxilados de bajo PM OE-2 y OE-5 (éter de alcohol
oleilico unido a o bien 5 o bien 2 grupos PEG) son utiles en este respecto pero su aprobacion en formulaciones de
farmacos es limitada, dependiendo de la via de administracion.

Disolvente polar. Los disolventes polares se requieren en la presente invencién para la creacion del material
de fase liquido-cristalina liotropica, y se prefieren como una fase continua para dispersar dicho material. Habitualmente,
al menos en el caso de una fase cubica bicontinua, que es la realizacion preferida, la composicién de disolvente polar en
el cristal liquido y en la fase continua (exterior) sera en Ultima instancia igual, o casi igual, porque los dos estan
esencialmente en continuidad hidraulica. También debe observarse que la eleccién de un disolvente polar no volatil
como el glicerol puede ser importante en procesos tales como secado por pulverizacién. El disolvente polar puede ser:
agua; glicerol; formamida, N-metilformamida, o dimetilformamida; etilenglicol u otro alcohol polihidroxilado; nitrato de
etilamonio; otros disolventes polares no acuosos tales como N-metilsidnona, N-metilacetamida, dimetilacetamida,
cloruro de piridinio, etc.; o una mezcla de dos o mas de los anteriores, siendo agua-glicerol la mas importante de las
mezclas.

Para el caso de la administracion de farmacos, los disolventes polares preferidos son agua, glicerol, N,N-
dimetilacetamida, y N-metilacetamida, asi como mezclas de los mismos. Las mezclas de agua-glicerol son de toxicidad
extremadamente baja y son muy compatibles con muchos tensioactivos incluyendo fosfolipidos. Las mezclas de
dimetilacetamida-glicerol son excelentes para disolver compuestos farmacéuticos solubles con dificultad.

Puede ser ventajoso en determinadas circunstancias usar, como una forma alternativa de esta invencion, una
composicién que produzca una dispersion de carga estabilizada de particulas de fase liquido-cristalina inversa al
contacto con el agua (o con menor frecuencia, otro disolvente o liquido polar), sea 0 no esta misma composicién
deshidratada una fase liquido-cristalina inversa (es decir, un material que puede reconstituirse que forma particulas no
recubiertas cuando se combinan con medio (agua o algun otro fluido) en el que las particulas asi formadas tengan una
carga iénica que las estabiliza como una disolucién o dispersion en un liquido (por ejemplo, agua)). En particular, este
contacto con el agua 0 una mezcla que contienen agua puede ser o0 bien durante una etapa de reconstitucion, o bien
durante la aplicacion de la particula, cuando la particula entra en contacto con una disolucién acuosa tal como sangre,
liquido extracelular, liquido intracelular, mucosa, liquido intestinal, etc. Esto puede estar en forma de particulas, o un
liquido precursor, tal como se observa en el ejemplo 17, o una matriz sélida o semisolida. Existen varias razones por las
que esto puede ser ventajoso, incluyendo las siguientes sin limitacién: proteger agentes activos 0 excipientes
hidroliticamente inestables; limitar la liberacion prematura de agentes activos solubles en agua; y como un resultado
natural de un proceso de produccion tal como secado por pulverizacion o liofilizacién que pueden inducir la
deshidratacion. Eliminar la mayoria, o la totalidad, del agua de una fase liquido-cristalina inversa a menudo producira
otra fase liquido-cristalina o liquida nanoestructurada, pero a veces puede producir una disoluciéon sin estructura,
precipitado, o una mezcla de estos con una o mas fases liquido-cristalinas o liquidas nanoestructuradas. En cualquier
caso, para muchas aplicaciones, es la forma hidratada la que es importante en la aplicacion de las particulas, y por tanto
si esta forma hidratada es una fase liquido-cristalina inversa, entonces la composiciéon de la materia cae dentro del
alcance de la presente invencion.

Métodos preferidos de preparacion. El método preferido para poner en practica la presente invencion es tal
como sigue, centrandose en el caso de un agente activo farmacéutico. Puede elegirse emplear o bien el material
liquido-cristalino de fase cubica bicontinua inversa, o bien menos preferiblemente, un material de fase hexagonal inversa
(menos preferible debido tanto a menos interacciones favorables con biomembranas como a riesgo aumentado de
efectos toxicos y/o antigénicos). Se prepara un cristal liquido que contiene el agente activo mezclando el agente activo,
un tensioactivo o lipido, agua, y si es necesario un excipiente de solubilizacién, y mezclando exhaustivamente de
manera que el material resultante sea 6pticamente isotrépico y de alta viscosidad. Los métodos para ubicar y mezclar la
composicion apropiada para lograr esto se proporcionan en detalle en las patentes estadounidenses 6.482.517 y
6.638.621 junto con las solicitudes estadounidenses 09/994.937 y 10/460.659 cuyo contenido se incorpora al presente
documento como referencia. Para resumir, estos métodos implican el desarrollo de diagramas de fases con la ayuda de
microscopia Optica de polarizacion y dispersion de rayos X de angulo pequefio, la aplicacién de los componentes de
ayuda a la solubilizaciéon que no son parafinicos y normalmente contienen uno o mas grupos polares que no funcionan
son como tensioactivos (en combinacion con tensioactivos verdaderos que son, por supuesto, necesarios para el
comportamiento liquido-cristalino), y el uso acertado de técnicas Utiles para acelerar la disolucién tal como
calentamiento, sonicacién, agitacion/amasado vigoroso, etc. La concentracién del agente activo debe ser lo
suficientemente alta para que una cantidad terapéutica eficaz (una “dosis”, para generalizar un término de productos
farmacéuticos) no requiera mas de aproximadamente 10 gramos de cristal liquido, y mas preferiblemente no mas de
aproximadamente 2 gramos. Si el tensioactivo o lipido no esta fuertemente cargado, y esto ser4 normalmente el caso en
aplicaciones farmacéuticas, especialmente formulaciones inyectables, porque la mayoria de los tensioactivos y lipidos
aprobados por la FDA aprobados para su uso en concentracion relativamente alta (tal como se necesita en el cristal
liquido) no estan altamente cargados, entonces debe incorporarse una cantidad relativamente pequefia del compuesto
asociado a bicapa, cargado, y esto es preferiblemente un tensioactivo cargado. Para los casos en los que se necesita
este aditivo (es decir, en el que la propia fase cubica no tiene un tensioactivo cargado como su componente tensioactivo
principal), la razén en peso del compuesto asociado a bicapa, cargado, con respecto al cristal liquido debe ser de entre
aproximadamente 0,01:1 y 0,15:1, o mas preferiblemente entre aproximadamente 0,02:1 y 0,08:1. Razones en peso
mayores que 0,08:1, y especialmente razones mayores que 0,15:1, tendran una tendencia a inducir una fase L3 o fase
laminar que puede convertirse en un recubrimiento de interferencia. Razones inferiores a 0,01:1 no produciran suficiente
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potencial superficial para estabilizar las particulas en dispersién. Aunque el método preferido de incorporacion de un
aditivo tensioactivo cargado, siempre que sea soluble en agua, es disolviéndolo en el agua que se usa para dispersar la
fase cubica, en primer lugar debe controlarse que la fase cubica no se funda mediante la adicion de pequefas
cantidades del tensioactivo.

Entonces se dispersa la fase cubica en la disolucién de tensioactivo, o en el otro caso se dispersa la fase
clbica cargada en agua o alguna clase de tampdn/disolucion acuosa, usando homogeneizacion u otros medios
mecanicos, preferiblemente seguido de microfluidizacion. En la produccidon de particulas de esta invencidon y su
reduccion de tamafio, pueden usarse varios métodos de emulsificacion como entradas de energia. Estos incluyen
sonicacion, microfluidizaciéon, homogeneizacion en valvulas, agitacion con paletas, etc. Cuando se requieren particulas
del orden de las submicras (por ejemplo, en aplicaciones intravenosas), la microfluidizacion es el método preferido dado
que las velocidades de cizallamiento y los picos de temperatura pueden controlarse mejor en este método. La filtracion o
extrusion, en combinacion con estos métodos, pueden ser de gran ayuda en la reduccion del tamafio de particula, y
pueden servir a un fin de esterilizacion al mismo tiempo. La homogeneizacién del tamafio de particula hasta unas pocas
micras seguido de filtracién a 0,45 6 0,2 micras es otro medio preferido de produccion de particulas finas de esta
invencién. En casos en los que la rigidez del cristal liquido inverso interfiere con la filtracion, puede ayudar elevar la
temperatura de modo que se lleve a cabo la filtracion a una temperatura en la que el cristal liquido se funde para dar
una fase liquida (normalmente fase L2, L3 o de microemulsion), haciendo mas facil el dimensionamiento mediante
filtracion, y entonces reducir la temperatura de vuelta a la ambiente para devolver las particulas a la forma liquido-
cristalina.

La esterilizacion del producto terminado puede ser o bien mediante filtracion, preferiblemente a 0,2 micras, o
bien mediante otros métodos conocidos en la técnica, tales como luz UV o UV de pulsos, irradiacion gamma,
esterilizacion con haz de electrones, esterilizacion con vapor, o cuando sea posible mediante esterilizaciéon por calor
terminal. Dado que muchos de los componentes usados en la practica de esta invencion seran liquidos a o cerca de la
temperatura ambiente (por ejemplo, muchos de los de Pluronics, tocoferol, aceites esenciales, disoluciones acuosas, y
fases L2 que resultan de mezclar composiciones de fase cubica menos agua u otro componente liquido), también existe
la posibilidad de empezar con componentes liquidos esterilizados (por ejemplo, mediante filtracion estéril) y procesar en
condiciones estériles.

Los fluidos supercriticos también pueden proporcionar otros medios mediante los cuales preparar la invencion,
siendo el dioxido de carbono supercritico el disolvente preferido. Pueden usarse métodos que aplican sonicacion y otra
energia de alta frecuencia a las composiciones disueltas en didxido de carbono supercritico, desprendiéndose el didxido
de carbono como un gas que deja microparticulas.

Validacion y cuantificacién de la estabilizacién de la carga. En el contexto de la presente invencion, la
medicion de la carga superficial, preferiblemente en forma de potencial zeta de particulas, es crucial para validar que las
particulas de la invencion estan en efecto presentes, predecir las caracteristicas de estabilidad a largo plazo, y para
cuantificar la repulsion electroestatica. En particular, tal como se traté anteriormente, en el transcurso de este trabajo se
establecié que una vez que el potencial zeta de un conjunto de estas particulas de fase liquido-cristalina inversa es igual
0 superior a aproximadamente 25 mV, o mas preferiblemente 30 milivoltios, de magnitud (o es inferior a -25 mV o -30
mV de magnitud), entonces no se requiere ningln otro mecanismo para la estabilizacién de la dispersion frente a la
floculacién, siempre que no exista ninguna fuerza de atraccion excepcional, tales como el entremezclado de cadenas
poliméricas asociadas a superficie, condiciones idnicas inusuales, redistribuciones dependientes del tiempo dentro de
las particulas, etc.

En la presente técnica, se han reemplazado en gran medida estimaciones basadas en microscopia histérica de
la movilidad electroforética por métodos de dispersion de la luz mas cuantitativos. Esto no quiere decir que los métodos
basados en microscopia sean inutiles, pero en el presente contexto, centrandose en microparticulas del orden de las
submicras e incluso a escala nanométrica, se adecuan mucho mejor los métodos de dispersion de la luz. No obstante se
da el hecho de que para sistemas que contienen particulas mas grandes, tales como formulaciones subcutaneas,
determinaciones basadas en microscopia usando celdas de observacion electroforética pueden ser muy (tiles y producir
informacion intuitiva, mas directa, y métodos de este tipo pueden incluso extenderse a particulas del orden de las
submicras particularmente con opticas especializados tales como por contraste de interferencia diferencial (DIC,
también conocido como 6ptica de Nomarski). En cualquier caso, las mediciones de DELSA 440SX notificadas en el
presente documento han sido cruciales para optimizar las composiciones usadas en la presente invencion,
particularmente la razén de tensioactivo cargado con respecto a cristal liquido, y especialmente en la tarea de
eliminacion o reduccion al minimo de poblaciones de particulas que se encuentran por debajo del potencial zeta critico
requerido para su estabilizacion sin utilizar concentraciones excesivas de tensioactivo cargado.

En los ejemplos proporcionados en el presente documento, las condiciones/parametros aplicados fueron
representativos del procedimiento preferido para determinar el potencial zeta. Se cargaron las muestras en una celda de
muestra recubierta de plata, no diluida o sdlo diluida levemente, lo que es importante porque la dilucion puede afectar a
los potenciales zeta por varios efectos. Las conductividades fueron normalmente del orden de 0,1 mS/cm, y la corriente
en miliamperios se establecié a un valor algo mayor que la mitad del valor de la conductividad en mS/cm; por ejemplo,
en un ejemplo, la conductividad era de 0,311 mS/cm y la corriente se establecié a 0,2 mA. El cambio de frecuencia se
establecié en primer lugar a 500 Hz, y si la medicion indicaba que un pardmetro de 250 Hz seria aceptable entonces se
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tomaba una segunda medicion a 250 Hz. En el dltimo cambio de frecuencia, el ensanchamiento experimental se redujo
a menudo considerablemente en comparacién con la lectura a 500 Hz; sin embargo, particularmente a angulos de
medicion superiores, la forma del pico podia parecer que tenia una cola en el extremo de magnitud zeta superior, debido
al denominado efecto “homodino”.

Este instrumento mide el potencial zeta a hasta cuatro angulos simultaneamente: 8,9, 17,6, 26,3 y 35,2 grados.
Tal como se conoce en la técnica de la dispersion de luz, angulos mas pequefios resaltan particulas mas grandes, y
viceversa. Esto significa que a los angulos mas grandes, dado que las particulas mas pequefias se resaltan mas, el
ensanchamiento difusional es mas pronunciado.

La presencia de un pico marcado a un potencial zeta indicado de cero, al menos en el presente contexto, es
casi siempre debido al material que o bien se adhiere a las paredes de la celda, o bien se depositan al fondo. En los
ejemplos de la presente descripcion, esto tiene mucho mas que ver con el tamafio de las particulas que con cualquier
otro parametro, excepto por el hecho de que las particulas catidnicas tienen una tendencia ligeramente mas grande a
adherirse al cuarzo (el material de la celda de muestra DELSA) debido a una interaccion con la carga anionica débil del
cuarzo a los valores de pH investigados en el presente documento.

La medicién simultanea a diferentes angulos también es importante en la validaciéon de la medicién. En
resumen, dado que esta medicidon (como con casi cualquier medicion cientifica o por ingenieria) tiene ruido asociado, la
cuestion de que un pico o caracteristica dada sea real o un artefacto puede resultar mas facil y mas substancial
controlando si el pico o la caracteristica esta presente o no sélo en una curva, o en varias curvas (y preferiblemente
todas) correspondientes a los diferente angulos de medicion.

Sistemas que puede reconstituirse o secos. Materiales secos, parcialmente secos, que pueden
reconstituirse y otros materiales que forman o se vuelven particulas del tipo dado a conocer en el presente documento
estan dentro del espiritu y el alcance de la presente invencion. Pueden prepararse sistemas de este tipo mediante varios
métodos. Por un lado, pueden obtenerse liofilizando particulas liquido-cristalinas, o secando particulas de este tipo
mediante otros medios que implican vacio y/o entrada de calor. También pueden aplicarse secado por pulverizacion,
secadores de lecho fluidizado y técnicas similares a o bien dispersiones acuosas de particulas, o bien disoluciones
precursoras de los componentes no acuosos de las particulas disueltos en un disolvente organico volatil. Las tres
formas de la invencién tratadas anteriormente pueden deshidratarse mediante al menos algunos de estos medios para
producir sistemas que puede reconstituirse.

Este enfoque es especialmente Gtil cuando se puede aprovechar el hecho de que muchos cristales liquidos
liotrépicos inversos se vuelven sélidos tras la eliminacién de su agua. Ejemplos de tensioactivos y lipidos que forman
fases liquido-cristalinas inversas tras la hidratacion pero son sdlidas (de manera eficaz) en forma seca son
monoelaidina, docusato de sodio (y otras sales de docusato), determinados fosfolipidos dependiendo de la insaturacion
de la cadena de acilo, y mezclas de bromuro de didodecildimetilamonio con tetradecanol.

Alternativamente, el secado de una dispersion puede producir un sistema que puede reconstituirse de varias
clases. Si existen cantidades relativamente pequefias de componentes no volatiles en la fase exterior de la dispersion,
entonces el secado dejara o bien una masa fundida, esencialmente el cristal liquido contiguo original, o bien un conjunto
de particulas distintas que puede, al menos en principio, dispersarse con una introduccién de energia relativamente
baja. Puede promoverse el Ultimo escenario mediante la seleccion de un tensioactivo u otro componente de superior
punto de fusién.

Al incorporar un aditivo no volatil en la fase exterior, preferiblemente disuelto pero alternativamente disperso, el
secado puede dar como resultado particulas que se mantienen a partir del cristal liquido, fusion de cristal liquido por la
presencia de un sdlido de intervencion. La seleccidn de un aditivo que esta cargado de manera opuesta a las particulas
liquido-cristalinas puede ayudar en el establecimiento de la ubicacion adecuada del sdlido resultante. Dado que el sélido
es o bien soluble, o bien puede dispersase facilmente, en el liquido original (habitualmente agua), entonces la adicién de
este liquido generalmente dara como resultado la reconstitucion rapida de una dispersion. El tamafio de particula de la
dispersion reconstituida puede ser el mismo que el de la dispersion original, pero en caso de ser mas grande, entonces
pueden usarse métodos sencillos tal como se describe en el presente documento para reducir el tamafio de particula;
en particular, en muchos casos una etapa de filtracién o extrusion inducira el tamafio de particula deseado al tiempo que
también la esterilizacién, y una etapa filtracion en jeringa es un procedimiento bien aceptado incluso en el caso de una
reconstitucion en la cabecera de la cama.

Induccidn de la fase liquido-cristalina inversa. En algunos casos, el agente activo de interés es tal que
induce una fase liquido-cristalina inversa en un sistema lipido-agua o tensioactivo-agua que forma laminas
seleccionado. Como caso particularmente importante y preferido de esto, el sistema lipido-agua es un sistema
fosfolipido-agua, especialmente un sistema fosfatidilcolina-agua en el que el fosfolipido estd lo suficientemente
insaturado como para formar un sistema liquido-cristalino laminar a o cerca de la temperatura ambiente. Se sabe bien
que la fosfatidilcolina purificada de la mayoria de fuentes vegetales, asi como varias PC sintéticas con cadenas
insaturadas, forma fases liquido-cristalinas laminares a temperatura ambiente. Sin embargo, se conoce mucho menos
que la adicion de determinados compuestos hidréfobos o anfifilos puede inducir que la fase laminar se convierta en una
fase cubica inversa, o0 menos comunmente hexagonal inversa. Muchos aceites de solubilizacién, tales como varios
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aceites esenciales (en efecto, la mayoria de estos), inducen fases cubicas inversas, normalmente a niveles de entre
aproximadamente el 10 y el 35% de la composicion final. Determinados agentes activos, incluyendo agentes activos
farmacéuticos tales como propofol, también inducen fases clbicas en sistemas de fosfatidilcolina-agua, tal como ha
encontrado el inventor actual. Estos casos sorprendentes, en los que se encuentra que el farmaco, o una combinacion
farmaco/diluyente, tal como una mezcla de propofol y tocoferol, induce una fase liquido-cristalina inversa en una mezcla
de tensioactivo-agua que forma laminas de otro modo, se adecuan especialmente bien para esta invencion. Esto se
ilustra mediante las grandes cargas (29% en peso) que pueden lograrse en la fase cubica PC-propofol-agua en los
ejemplos mostrados a continuacion, que dieron como resultado que se suministraran bajos niveles de excipientes en el
transcurso del tratamiento de un mamifero con la formulacion.

Preparacién de formulaciones de accion prolongada basada en materiales de fase liquido-cristalina
inversa. Tal como se declaré anteriormente, también se consideran en esta invencion preparaciones basadas en
materiales de fase liquido-cristalina inversa, de varios tipos que incluyen, y se representan bien mediante, pero no se
limitan a particulas no recubiertas de carga estabilizada, que pueden aumentar significativamente y en algunos casos
drasticamente la duracién de accion de farmacos sin requerir aumento de la dosis; o puede mantenerse la duracion de
accion a una dosis sustancialmente disminuida.

En la practica de este aspecto de la invencién, la composicién debe preferiblemente ser de tal manera que lleve
a cabo la solubilizacion del farmaco a concentraciones lo suficientemente altas que se mantengan de manera razonable
volimenes de vehiculo, desde el punto de vista tanto de un volumen de administracion como de una toxicidad. (Es
decir, a medida que disminuye la concentracion del farmaco en el vehiculo, aumenta la cantidad de cada excipiente
requerido para administrar una dosis dada, alcanzando eventualmente niveles en los que se compromete baja
toxicidad). En el caso de anestésicos locales con grupos amino, se prefiere que el anestésico local se solubilice
sustancialmente en su forma no protonada (o “base libre”). Esto aumenta el coeficiente de reparto del farmaco en los
dominios hidréfobos del vehiculo. La metodologia y composiciones para solubilizar anestésicos locales asi como una
amplia gama de otros farmacos en materiales liquido-cristalinos se tratan en su extensiéon en la solicitud de patente
estadounidense con n.° de serie , titulada Treatment Methods with Low-Dose, Longer-Acting Formulations of Local
Anesthetics and Other Agents, presentada el 8 de octubre de 2004, asi como en los documentos U.S. 6.482.517 y
6.638.621 ambos de Anderson, cuyo contenido se incorpora al presente documento como referencia. Debe observarse
que la solubilizacién no es necesaria para la invencion, dado que de hecho existen razones para creer que la
administracion de un farmaco en asociaciéon con un material de fase liquido-cristalina inversa puede lograr aumento de
la duracién de la accion farmacoldgica, o la misma duracion a una dosis inferior.

La forma fisica de estas fases liquido-cristalinas inversas puede adoptar varias formas utiles. Puede aplicarse
el cristal liquido en masa de varias maneras, que incluyen: por via tépica, como una crema o ungiento; por via bucal o
por via sublingual; mediante inyeccién tal como subcutanea o intramuscular; y por via oral, como por ejemplo dentro de
una capsula de gel. Se prefieren las formulaciones de microparticulas, suspensiones o dispersiones de particulas,
particularmente dado que pueden, si se preparan apropiadamente como se muestra a modo de ejemplo en los ejemplos
en el presente documento, inyectarse por via intravenosa (lo que puede ser de enorme importancia en el caso de
anestésicos locales y otros agentes activos inyectables que pueden ser téxicos tras la administracién intravenosa o
intraarterial involuntaria); las formulaciones de microparticulas son especialmente versatiles porque pueden
administrarse por via subcutanea, intramuscular, intratecal, intraperitoneal, intrapleural, intralinfatica, intralesional,
intradérmica, subdérmica, intraocular, epidural, etc., o administrarse por via oral, intranasal, mediante inhalacion, o por
via rectal, ademas de por via intravenosa en las condiciones tratadas en el presente documento.

Las formulaciones de microparticulas de materiales de fase liquido-cristalina inversa pueden ser del tipo de
carga estabilizada, no recubierto, descrito en detalle en el presente documento, o del tipo recubierto descrito en detalle
en las patentes estadounidenses 6.482.517 y 6.638.621, cuyo contenido se incorpora al presente documento como
referencia.

APLICACION DE LA INVENCION

Las particulas de la presente invencion tienen aplicacion en una variedad de campos. Las particulas pueden
adaptarse para absorber uno 0 mas materiales a partir de un entorno seleccionado, adsorber uno o mas materiales a
partir de un entorno seleccionado o, lo mas preferiblemente, para liberar uno 0o méas materiales, tales como agentes
activos, en un entorno seleccionado.

Con respecto a la absorcion, las particulas pueden usarse, por ejemplo, para recoger productos o eliminar
residuos en procesos de reaccion bioldgicos o quimicos; o para eliminar toxinas, antigenos o productos de desecho en
aplicaciones médicas.

Con respecto a la adsorcién, por ejemplo, las particulas pueden usarse como medios cromatograficos y como
agentes adsorbentes. En aplicaciones en las que el agente activo es una molécula diana que puede capturar un analito,
tal como una molécula biolégica o quimicamente importante u otro compuesto del medio circundante las particulas no
recubiertas de esta invencion tienen una ventaja sobre las particulas recubiertas de cualquier clase porque el cristal
liquido se presenta directamente al medio con la menor cantidad de interferencia.
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Con respecto a la liberacién, las particulas pueden usarse para la liberacion controlada de agentes
farmacéuticos tales como agentes anticancerigenos o agentes de terapia fotodinamicos, agentes anestésicos locales y
generales, agentes de reversion anestésica, 0 materiales cosméticos, nutricionales, nutricéuticos o cosmicéuticos. Un
agente activo puede ubicarse dentro de las particulas para su liberacion tras la activacion de la liberacion.

Un aspecto muy valioso de la invencién se aplica en particular a agentes activos altamente insolubles,
farmacos insolubles en particular. Un enfoque principal en el desarrollo de farmacos es la solubilidad en agua de
candidatos a farmacos, y se gastan considerables recursos midiendo, optimizando y evaluando esta solubilidad, incluso
en casos en los que es muy baja. La nocidn frecuente es, de hecho, que éste es un parametro crucial porque, en algin
punto en la ruta de absorcion, el farmaco tendra que disolverse en agua en camino a la membrana celular diana. Sin
embargo, se reconoce en esta invencion que las particulas no recubiertas tal como se dan a conocer en el presente
documento, que interaccionan de manera intima con membranas diana, puede reducir en gran medida o incluso superar
la necesidad de difusion de farmaco “desnudo” (farmaco que ya no esta en el ndcleo de la particula) a través de rutas
acuosas para alcanzar la membrana diana, las rutas acuosas que por si mismas representan barreras, de manera
eficaz. En efecto, se considera que desde el momento en el que una molécula de farmaco se disuelve en una particula
de la presente invencion, hasta el punto en el que se ubica en la membrana celular diana, nunca necesita cruzar una
ruta acuosa,; la particula puede incorporar el agente activo como componente hasta la células diana, punto en el que la
fase liquido-cristalina inversa puede fusionarse e integrarse con la membrana celular diana, depositando el farmaco
directamente en la membrana celular.

Las proteinas, polipéptidos, &acidos nucleicos, polisacéaridos, lectinas, anticuerpos, receptores y otras
biomacromoléculas son agentes activos que pueden adecuarse particularmente bien para la presente invencion. La fase
liquido-cristalina inversa puede proporcionar las propiedades de potenciacion de la absorcién tratadas en el presente
documento, que pueden ser especialmente importantes en el caso de las macromoléculas, mientras que al mismo
tiempo proporcionan proteccién frente a las proteinas de degradacion (proteasas, nucleasas, glicosidasas, anticuerpos,
etc.) y células que de otro modo inactivarian o secuestrarian el agente activo; de hecho, puede proporcionarse
proteccién de este tipo mediante el efecto del tamafio de poro controlado de las fases liquido-cristalinas inversas, o en
virtud de la carencia de poros accesibles en la fase cubica discreta (no bicontinua), aunque esta fase es menos eficaz
que la fase cubica bicontinua para potenciar el transporte. El tamafio de poro uniforme en la fase cubica bicontinua
inversa y la fase hexagonal inversa probablemente puede utilizarse para liberar una molécula grande en respuesta a un
estado fisiolégico u otro (por ejemplo, temperatura o hidratacion, en una aplicacién de detergente de lavado de ropa)
gue induce una microestructura con tamafio de poro lo suficientemente grande para liberar la macromolécula. Como con
las moléculas pequefias, la liberacion del agente activo también puede activarse mediante cambios en condiciones
iénicas, tales como un cambio en el pH, salinidad, concentracion de iones divalentes, especies de unién a hidrégeno, o
incluso escisién de enlaces entre el agente activo y un componente del cristal liquido mediante accién o bien quimica o
bien bioquimica (por ejemplo, enzimatica). En algunos casos, no sera necesario liberar el agente activo, si es un
compuesto reactivo o catalitico, particularmente una proteina, siempre que el sustrato u otro(s) reactivo(s) pueda(n)
pasar a través de los poros del material de fase liquido-cristalina inversa. En el caso de &cidos nucleicos en particular,
pero también en otros casos, las particulas de la presente invencion pueden ser de gran utilidad en la administracién de
agentes activos a sitios intracelulares, tales como el ndcleo o la membrana nuclear, el aparato de Golgi, el reticulo
endoplasmatico, la mitocondria, etc., y en un caso de este tipo las propiedades de potenciacion del transporte de los
materiales de fase liquido-cristalina inversa, particularmente las fase cubicas bicontinuas inversas, pueden ser de alta
utilidad en el contexto de una particula no recubierta.

En casos de aplicacion farmacéutica de la invencion, en los que el farmaco se dispone en la particula en forma
cristalina (a diferencia de solubilizada), dentro de una microparticula liquido-cristalina inversa, y por tanto rodeada por
una matriz contigua y continua del material liquido-cristalino, y particularmente cuando las particulas también son del
orden de las submicras en tamafio, entonces la parte del material liquido-cristalino inverso de la particula puede servir a
varias funciones simultdneamente, incluyendo pero, sin limitarse a: estabilizar las particulas en dispersion; potenciar la
absorcion mejorando las interacciones con biomembranas y otras barreras; servir como una matriz para la solubilizacion
de otros excipientes o cofactores; servir como una matriz para la solubilizacion de inhibidores de proteinas circulantes
en particular, proporcionando un medio mediante el cual modular, e incluso invertir, la carga eficaz en el farmaco;
proporcionar la compatibilidad mejorada con determinados enfoques de formulacion de farmacos; proporcionar la
modulacion de las caracteristicas de deposicion de los farmacos mediante la presencia de un bioadhesivo y/o matriz de
alta viscosidad; proporcionar una proteccion selectiva del tamafio de poro frente a, o el acceso de, biomacromoléculas
(por ejemplo, albimina, proteasas, nucleasas, esterasas) al farmaco sélido; en el caso de un profarmaco, proporcionar
una administracion de liberacidn controlada o direccionamiento de farmaco mediante el acceso por permeacion selectiva
y/o disolucién controlada de la matriz; y proporcionar la estabilizacion mejorada de la dispersion del farmaco en liquidos
biolégicos mediante el uso de cristales liquidos que tienen solubilidades mucho mas bajas que la mayoria de los
tensioactivos previamente usados en la estabilizacion de nanocristales.

Una aplicacion potencial particularmente importante de la invenciéon es para alojar moléculas, tales como
anticuerpos, receptores, ligandos, acidos nucleicos, oligosacéaridos, u otros compuestos que pueden unirse a una
molécula analito en una situacion de diagndstico. En una realizacién preferida de una aplicacion de este tipo, se reparte
un compuesto diana que puede unirse a un producto quimico de interés en una particula de la presente invencién. En
un ensayo competitivo 0 una aplicacion de segregaciéon sencilla de la invencion, el producto quimico de interés
difundirdn en la particula liquido-cristalina inversa porosa y se unird a la diana. En ensayos competitivos, un producto
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guimico que puede desplazarse tal como un grupo enzimatico o similares se desplazard mediante el producto quimico
de interés y difundird fuera de la una particula liquido-cristalina inversa porosa y reaccionara con un compuesto
marcador para indicar que se ha producido la union dentro de la particula; véase en particular la solicitud
estadounidense 10/170.214. Por tanto, la particula liquido-cristalina nanoestructurada mantiene la enzima u otros
grupos que pueden desplazarse separados del compuesto marcador hasta que se liberan de la diana, permitiendo de
ese modo la deteccidon precisa sin procedimientos complejos de lavado, aspiracion y otros usados en muchos
analizadores de inmunoensayos automatizados con mucho equipo. Esto permite que los médicos lleven a cabo pruebas
de manera rapida y precisa, sin formacién o instrumentacion sofisticada. En una aplicacion de ensayo de tipo sandwich
de la invencién, se une un ligando a la diana dentro de la particula liquido-cristalina inversa porosa, o puede llegar a
unirse a la diana mediante difusion a través del material liquido-cristalino poroso. Ademas, se afiade una segunda diana
gue puede difundir a través del material liquido-cristalino inverso que se une a otro epitopo del ligando. Una vez que se
une la segunda diana, se proporciona una indicacién que demuestra la union. En aplicaciones de este tipo en las que la
diana debe unirse a una moléculas de un medio de interés, de nuevo la presencia de un recubrimiento es intrusiva,
incluso una fase L3 porosa debido a su tendencia (descrita anteriormente) para formar dominios de fase laminar, que
pueden ser de muy baja permeabilidad para una amplia gama de compuestos. En efecto, esta es la razén porqué la
naturaleza usa bicapas para compartimentalizar las células.

Usos alternativos de la invencidon son en el aislamiento quimico y la limpieza, o en la administracién de
enzimas, u otro agente bioactivo, por ejemplo, agentes radioactivos y toxinas quimicas. En la aplicacién del aislamiento
quimico, las particulas de la presente invencién se ponen en contacto con un medio en el que se desea la segregacion y
el aislamiento de un producto quimico de interés. Durante un periodo de tiempo, y con o sin operaciones tales como
remover, agitar, etc., el producto quimico se difunde dentro de la particula liquido-cristalina inversa porosa y se une
mediante la diana. Este procedimiento puede usarse en la limpieza del agua contaminada, o en la limpieza ex vivo de la
sangre, por ejemplo. En el modo de administracion, la particula liquido-cristalina porosa incorporara un producto quimico
gue va a administrarse (por ejemplo, un agonista, antagonista, medicamento, toxina, etc.). Este producto quimico se
protegera del entorno, por ejemplo, el organismo en una aplicacion in vivo, mediante la particula liquido-cristalina
porosa, hasta que esté en posicién para administrar el producto quimico. Una vez que esta en posicion, un compuesto
del entorno se difundira a través de la particula liquido-cristalina porosa, interaccionard de manera competitiva con la
diana y desplazara el producto quimico que va a administrarse, y, después de eso, el producto quimico que va a
administrarse se difundira fuera de la particula liquido-cristalina inversa porosa y en el entorno en el que debe actuar.

Se conocen otras diversas aplicaciones de microparticulas en general, incluyendo las indicadas en la patente
estadounidense 6.638.621, cuyo contenido completo se incorpora al presente documento como referencia.

En vista de los requisitos exigentes para la administraciéon de agentes farmacéuticos, las ventajas y la
flexibilidad de la presente invencion la hacen particularmente atractiva en la administracién y liberacion de muchos
compuestos farmacéuticos, particularmente para la administracion y liberaciéon de cantidades terapéuticas de sustancias
de este tipo. Los compuestos farmacéuticos que se adecuan particularmente bien para su incorporacion como agentes
activos en la presente invencién, y presentan problemas o limitaciones en las formulaciones actualmente
comercializadas, incluyen propofol, alfaxalona, alfadolona, eltanolona, propanidid, ketamina, pregnanolona, etomidato, y
otros anestésicos generales; bupivacaina, lidocaina, procaina, tetracaina, mepivacaina, etidocaina, oxibuprocaina,
cocaina, benzocaina, pramixinina, prilocaina, proparacaina, ropivicainas, cloroprocaina, dibucaina, y anestésicos
locales relacionados; SN-38 y camptotecinas relacionadas; paclitaxel y taxanos relacionados; doxorubicina, idarubicina,
daunorubicina y rubicinas relacionadas; anfotericina B; coenzima Q10; esteroides y agentes antiinflamatorios
esteroideos; antiinflamatorios no esteroideos (por ejemplo, salicilatos, derivados de paraminofenol (por ejemplo,
acetaminofén), fenomatos, derivados de acido propiénico (por ejemplo, naproxeno, ibuprofeno, etc.); analgésicos;
antipiréticos; sedantes (por ejemplo, benzodiazepinas tales como diazepam); agentes hipnoéticos (por ejemplo,
anestésicos intravenosos y barbituratos); opidceos; cannabinoides y proteinas (por ejemplo, insulina y eritropoyetina)
(entendiéndose que una amplia variedad de amidas y ésteres pueden tener aplicacién en la presente invencion).
Ademas, diversos agentes antineoplasicos y otros compuestos farmacéuticos indicados en la patente estadounidenses
6.638.537 y 6.638.621, cuyo contenido completo se incorpora al presente documento como referencia.

Obsérvese que la presente invencién también se adecua muy bien para la incorporacion de excipientes
funcionales, tales como aceites esenciales que mejoran la absorcién de farmacos poco absorbidos, en algunos caso
inhibiendo las en proteinas circulantes de farmaco. Tal como se trata en mas detalle en otra parte en el presente
documento, existen varios sitios dentro, y en la superficie de las particulas, en los que pueden ubicarse los agentes
activos, excipientes y excipientes funcionales dentro del contexto de esta invencion.

En el area de los productos farmacéuticos y nutricéuticos, las particulas de la presente invencién pueden
administrarse a un mamifero (incluyendo un ser humano), u otro animal, mediante cualquiera de una variedad de vias
de administracion que estan bien establecidas y los expertos en la técnica conocen bien. Estas incluyen, pero no se
limitan a, vias orales (por ejemplo, mediante pildoras, comprimidos, pastillas, capsulas, trociscos, jarabes y
suspensiones, y similares) y no orales (por ejemplo parenteral, intravenosa, intraperitoneal, intratecal, intramuscular,
subcutanea, intraarterial, rectal, intravaginal, sublingual, intraocular, transdérmica, intranasal, mediante inhalacion, en un
supositorio, y similares). Las composiciones de la presente invencidon son particularmente adecuadas para su
administracion interna (es decir, no topica) pero en algunas aplicaciones pueden proporcionarse por via topica. La
presente invencion es especialmente Util en aplicaciones en las que un agente activo farmacéutico soluble con dificultad
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va administrarse por via interna (es decir, no tdpica), incluyendo por via oral y parenteral, en el que dicha formulacion se
ha de mezcla con un medio continuo acuoso tal como suero, orina, sangre, mucosa, saliva, liquido extracelular, etc. En
particular, un aspecto Gtil importante de muchos de los liquidos estructurados de atencidn en el presente documento es
que pueden prestarse para la formulacion como vehiculos continuos acuosos, normalmente de baja viscosidad.

Debe observarse que, en el caso de formulaciones inyectables, las composiciones de esta clase notificadas en
los documentos U.S. 5.756.108 y 6.071.524, en particular, no son aplicables, porque se centran en el uso de
monoglicéridos insaturados, que son altamente toxicos en inyeccién y no estan aprobados para su uso en formulaciones
inyectables. De manera similar, la solicitud estadounidense 2002/0153509 ensefia alejandose de particulas inyectables
con su atencién casi exclusiva en la monooleina.

Incorporacion de grupos de direccionamiento y compuestos bioactivos. En la presente invencion, puede
ser muy eficaz incorporar productos quimicos o grupos quimicos, a menudo proteinas u otras biomacromoléculas, que
pueden emplearse para dirigir particulas de manera temporal y espacial, por ejemplo, para dirigir particulas a sitios
especificos en el organismo. De manera similar, otros compuestos bioactivos incorporados sobre o en las particulas
podria servir a funciones importantes, tales como: pueden estar presentes potenciadores de la absorcién tales como
mentol de modo que aumente la permeabilidad de las barreras de absorcion (bicapas lipidicas, union de huecos) antes
de o de manera concomitante con la liberacién del farmaco; pueden incorporarse proteinas u otros materiales
moduladores de la adsorcion que inhibiran la unién desfavorable de proteinas endégenas tales como albumina; pueden
incorporarse adyuvantes que potenciaran el efecto de componentes vacuna u otros materiales de modulacion
inmunitaria. Anticuerpos, esteroides, hormonas, oligo o polisacaridos, acidos nucleicos, vitaminas, inmundgenos, e
incluso nanosondas son todos ejemplos de una amplia gama de materiales que pueden unirse a particulas de la
presente invencion, o bien mediante solubilizacién o compartimentalizacién en el material liquido-cristalino, o bien
mediante unién covalente, unién iénica, unién coordinada, puentes de hidrégeno, adsorcion, interacciones bioquimicas
especificas (tales como unién avidina-biotina), u otras interacciones quimicas con componentes en la particula.

Aunqgue no siempre es crucial para una aplicaciéon dada conocer la ubicacién exacta (0 mas precisamente, la
distribucién de probabilidad espacial) de un resto de direccionamiento dentro de o en asociacion con una particula, esto
puede ser una consideracion importante en el disefio de una combinacion de particula-resto de direccionamiento, y la
presente invencién se presta a mucha flexibilidad y potencia en este respecto. Normalmente, los restos de
direccionamiento pueden ubicarse sustancialmente en uno o mas de los siguientes sitios con referencia a la
microparticula:

1) en la particula, es decir, disuelta o dispersa en el interior la fase liquido-cristalina inversa; esta ubicacion
puede ofrecer la ventaja distintiva de proporcionar un medio “biomimético” para el resto de direccionamiento, un
medio que puede comprender una bicapa lipidica asi como dominios hidréfobos cada uno de los cuales puede
ajustarse para optimizar el entorno; ademas, ésta es la ubicacion preferida en el caso en el que la
microparticula se usa en la metodologia de diagndstico descrita en la solicitud de patente estadounidense
10/170.214;

2) en la superficie de la particula; y/o

3) unido a, pero a una distancia de, la superficie mediante uniéon a través de un espaciador flexible, por
ejemplo, un polimero que se une (por ejemplo mediante unién covalente) en un extremo a un componente de la
particula y en el otro extremo al resto de direccionamiento. La experiencia con otros tipos de microparticulas en
la técnica ha mostrado que esto es generalmente un enfoque excelente para lograr buen direccionamiento
porque conserva grados de libertad conformacionales y difusionales importantes que algunas veces se
requieren para el buen anclaje de un resto de direccionamiento con un receptor o diana.

También es posible en la presente invencion crear un resto de direccionamiento sensible ajustando las
condiciones de la formulacién de manera que el resto de direccionamiento se ubique preferentemente en el interior
protector de la particula hasta el momento en que sea necesario para su tarea de direccionamiento, punto en el que las
condiciones locales tales como pH o concentraciones de ligando puedan inducir que el resto deje el interior de la
particula y se presente en, o fuera de (mediante un espaciador) la superficie de la particula. Por ejemplo, si un resto de
direccionamiento tenia una carga neta, por ejemplo catiénica, a los valores de pH encontrados durante el
almacenamiento del producto e incluso en transito al sitio de accién, secuestrando de ese modo el resto diana en el
interior de la particula en la que hay compuesto(s) anidnico(s) presente(s); durante la aplicacion, tras alcanzar el sitio de
accion, un cambio en el pH, la fuerza i6nica, la concentracion ionica especifica, capacidad como tensioactivo,
concentracion del ligando u otro parametro puede liberar el resto de direccionamiento interrumpiendo la union iénica o
liberando de otro modo el resto (posiblemente mediante la accion de masa), de manera que el resto puede venir a la
superficie de la particula y volverse disponible para su unién a la diana. El secuestro del resto puede potenciar en gran
medida la estabilidad del resto particularmente en vista de los tamafios de poro pequefios de las fases liquido-cristalinas
inversas, que son lo suficientemente pequefios como para ocluir el paso de determinadas moléculas tales como
proteasas, nucleasas, etc.

Pueden usarse potencialmente varios compuestos como restos de direccionamiento en una aplicacion
farmacéutica de particulas de la presente invencion. Para comenzar, determinados lipidos, tales como lipido A, tienen
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interacciones muy especificas con componentes del sistema inmunitario, por ejemplo, y pueden incorporarse en las
particulas. De manera similar, pueden utilizarse copolimeros de bloque en los que uno de los bloques puede tener
potencial de direccionamiento, tal como glicégeno y heparina. Moléculas pequefias que pueden estar presentes en la
particula para lograr un grado de direccionamiento incluyen esteroles, acidos grasos, gramicidina, fragmentos o agentes
gue simulan epitopos de proteinas apropiados, y aminoacidos incluyendo acido aspartico, cisteina, triptéfano, leucina y
otros.

La capacidad de las fases liquido-cristalinas inversas de la presente invencion para permitir la solubilizacion y
estabilizacion de biomoléculas, tales como los restos de direccionamiento de interés en este caso, se ha descrito
anteriormente, en la que se proporcionan varios ejemplos de proteinas de membrana (proteinas receptoras, proteinas
tales como proteinasa A, amiloglucosidasa, encefalinasa, dipeptidil-peptidasa IV, gamma-glutamiltransferasa,
galactosidasa, neuraminidasa, alfa-manosidasa, colinesterasa, arilamidasa, surfactina, ferroquelatasa, espiralina,
proteinas de union a penicilina, glicotransferasas microsémicas, cinasas, proteinas de membrana externa bacteriana y
antigenos de histocompatibilidad), muchos de los cuales podrian servir a un papel de direccionamiento si se incorporan
en las particulas de la presente invencion.

AUn en otra realizacion de la invencion, puede lograrse el “direccionamiento dirigido de manera externa” de las
particulas. Esto puede llevarse a cabo dirigiendo particulas que contienen determinados materiales magnéticamente
sensibles (por ejemplo, 6xido férrico), dispersos en la particula o enlazados a ésta, mediante la aplicacion de campos
magnéticos.

Los anticuerpos son ampliamente Utiles para el direccionamiento a sitios o moléculas especificas en el
organismo u otros entornos, y pueden incorporarse en diversos sitios en una particula tal como se traté anteriormente.
En particular, los anticuerpos intactos con sus fragmentos Fc méas hidréfobos son propensos a repartirse en las matrices
del tipo usado en esta invencion, y ademas se conoce bien que los anticuerpos pueden adsorberse o unirse (incluyendo
de manera covalente) a superficies con retencién de unién y especificidad de union. Las fuentes comerciales
suministran una gran abundancia de tipos de anticuerpos, por ejemplo, los indicados en la patente estadounidense
6.638.621, cuyo contenido completo se incorpora al presente documento como referencia, y otros que estan
constantemente en desarrollo.

Alternativamente, muchas sustancias (por ejemplo folato, Gp-p, citocromo P450, y EGF) pueden en y por si
mismas ser Utiles como sustancias de direccionamiento y pueden incorporarse en las particulas de la presente
invencion.

Es importante sefialar que ademas de los compuestos de direccionamiento per se, pueden incorporarse
compuesto activos, excipientes funcionales tales como potenciadores de la absorcion, y otros materiales bioactivos que
se extraen de las listas de materiales proporcionadas en el presente documento en cualquiera de estos sitios de
ubicacion.

Ademas del direccionamiento de las particulas a sitios especificos para la liberacion del farmaco, tal como se
menciond anteriormente podrian usarse por si mismas particulas que incorporan determinados materiales radiopacos u
Opticamente densos para la obtencién de imagenes, y cuando se acoplan a compuestos de direccionamiento tal como
describe en el presente documento podrian seleccionar como diana sitios especificos en el organismo y permitir su
visualizacion. Como un ejemplo, se sabe que los receptores de somatostatina se ubican en determinados sitios
tumorales, de modo que la unién de una diana a las particulas segun la presente invencién que se unira de manera
electiva a receptores de somatostatina puede seleccionar como diana un tumor y permitir su visualizacion mediante, por
ejemplo, rayos X, obtencién de imagenes de RM, u obtencion de radioimagenes. Para extender esta idea, una particula
dirigida de manera similar puede llevar entonces un material radioactivo que emitird radiacion destinada a inducir la
necrosis del tumor.

Cristales liquidos polimerizados como fases. La patente estadounidense 5.244.799 (cuyo contenido se
incorpora al presente documento como referencia en su totalidad) notifica la polimerizacion de cristales liquidos de fase
cubica y hexagonal nanoestructurados, con retencidon de su nanoestructura. La retencion de la estructura se demostré
mediante dispersion de rayos X de angulo pequefio (SAXS) y microscopia electrénica de transmisién (MET).

La posibilidad de la polimerizacion de la fase cubica de una particula de la presente invencion abre varias
posibilidades, particularmente en relacién con el aumento de la estabilidad de la fase liquido-cristalina inversa y la
modulacion de su interaccion con el organismo, y membranas celulares en particular. Para un ejemplo de lo ultimo,
mientras que puede esperarse que una fase cubica no polimerizada se disperse de manera molecular cuando entra en
contacto con una biomembrana, la polimerizacién puede crear una particula que conservara su integridad durante toda
su interaccion con la misma biomembrana, y esto puede tener consecuencias drasticas con respecto al destino de la
particula y a un farmaco dentro de la particula. Ademas, la retencion de un farmaco unido a bicapa (molécula hidréfoba
pequefia, proteina de membrana, etc.) puede aumentarse enormemente mediante polimerizacion, lo que produce una
particula de liberacion lenta. Y la presencia de una estructura porosa definida de manera precisa, mas permanente, con
un tamafio de poro que puede ajustarse con precision, puede hacer posible una liberacion controlada mejorada de un
farmaco, y/o el secuestro del farmaco de enzimas degradadoras u otras enzimas mediante exclusion de tamafio de los
poros de la matriz polimerizada.
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Control de reparto. En el contexto de esta invencion, a veces es posible ajustar el reparto de uno o mas
compuestos, el agente activo en particular, dentro o fuera de las particulas, de modo que, por ejemplo, se reducen
significativamente los niveles de farmaco libre en la fase acuosa exterior. Ejemplos de compuesto farmacéuticos en los
gue esto es importante incluyen diazepam, y propofol, en los que se cree que la presencia de propofol en la fase exterior
es responsable del ardor que muchos experimentan tras la inyeccién. Esto es a pesar del hecho de que, en el caso de
propofol, la cantidad de farmaco que esta en la fase acuosa es inferior al 1% de la cantidad de propofol que esta en las
particulas, es decir, en la fase cubica, en todos los casos (véase el ejemplo 18, en particular), o, expresado de otro
modo, que mas del 99% del propofol estd en las particulas. Otros casos incluirdn en los que el compuesto activo es
sensible a hidrdlisis, oxidacién, electrdlisis, cavitacion, o de manera amplia cualquier forma de ataque quimico de
especies (iones, nucledfilos, electrofilos, radicales, etc.) que son mas polares y se ubican preferentemente en la fase
acuosa. El enfoque general es diluir el farmaco en las particulas con un compuesto, preferiblemente un liquido o al
menos un compuesto de bajo punto de fusion, que tiene un alto coeficiente de reparto, preferiblemente superior a
aproximadamente 10, mas preferiblemente superior a aproximadamente 100, y lo mas preferiblemente superior a
aproximadamente 1.000. Esto aumento el volumen del material hidréfobo en las particulas y en la dispersion en relacion
con la masa del farmaco, independientemente de si el compuesto diluyente tiene una afinidad o potencial de
solubilizacién particular para el farmaco (siempre que el farmaco sea soluble en, o miscible con, el diluyente). Lo que
hace que este enfoque trabaje eficaz y eficientemente en el contexto de esta invencion es el hecho de que el diluyente
de alto Koy puede elegirse de manera que imite la razén molecular de grupo polar con respecto a grupo apolar del
farmaco, de manera que la fase clbica inversa o hexagonal inversa pueda encontrarse con la combinacion diluyente-
farmaco a la misma fracciéon en volumen, o similar, que la del sistema sin diluyente. Por ejemplo, en el ejemplo 19 a
continuacion, se encuentra una fase cubica inversa en el sistema Pluronic L-122/propofol/agua con el farmaco propofol
a aproximadamente el 19% en volumen, o alternativamente, en el sistema con diluyente, a una fracciéon en volumen total
de propofol (10%) mas tocoferol (9%) también de aproximadamente el 19%. De manera similar, en el ejemplo 20, se
encuentra una fase culbica inversa en el sistema fosfatidilcolina/propofol/agua con el farmaco propofol a
aproximadamente el 29% en volumen, o alternativamente, en el sistema con diluyente, a una fraccién en volumen total
de propofol (10%) mas tocoferol (19%) también de aproximadamente el 29%. Esto es particularmente importante en
casos en los que el grado de la regién de fase liquido-cristalina deseada en el espacio de la composicién (es decir, el
diagrama de fases) sea relativamente pequefio. En la preparacién de esta dilucion, es sumamente preferible cuando el
diluyente se elige de modo que se imite la molécula del farmaco en cuanto a la razon de grupos polares con respecto a
grupos apolares. Por ejemplo, el tocoferol, con su grupo benzopiranol (2 oxigenos) como parte de un compuesto de PM
430 es similar en cuanto a la razén polar/apolar con respecto a propofol, con su grupo fendlico individual (1 oxigeno)
como parte de una molécula de PM 178. Se cree que los grupos polares tales como hidroxilo se unen fuertemente a la
interfase polar-apolar de sistemas tensioactivo-agua, y dado que esto tiene implicaciones importantes para el
comportamiento de fase [véase, por ejemplo, P. Strom y D. M. Anderson, Langmuir (1992) 8:691-702], el diluyente debe
tener preferiblemente un contenido similar de grupos polares similares, en la medida de lo posible.

En casos en los que el agente activo es propofol, y con otros farmacos y nutrientes que se proporcionan a
pacientes para quienes debe controlarse la entrada de lipidos, una ventaja importante de muchas de las formulaciones
notificadas en el presente documento es que puede hacerse que las cargas de lipido sean muy bajas. Particularmente
en las formulaciones de fase cubica a base de Pluronic, notificadas en los ejemplos 1-4 y 13-17, la carga de lipido es
significativamente menor que en las formulaciones actualmente comercializadas, y ademas esto puede reducirse
incorporando hasta el 19% de propofol en la fase cubica sin ningun alfa-tocoferol. Particularmente en aplicaciones de
propofol, en las que se usa repetida o continuamente a lo largo del tiempo como un sedante, las cargas de lipido de la
formulacion pueden interferir significativamente con el régimen nutricional del paciente o incluso provocar
complicaciones graves.

El alfa-tocoferol, u otras formas de vitamina E tales como acetato de tocoferol y succinato de tocoferol, es una
eleccion sumamente preferida como un diluyente de alto coeficiente de reparto para productos inyectables debido a su
larga historia de uso seguro en productos inyectables, asi como el grupo OH unido a la interfase citado anteriormente.
Otros diluyentes preferidos incluyen aceites esenciales de origen vegetal, asi como varios otros liquidos que se indican
en la lista de la FDA titulada Inactive Ingredients for Currently Marketed Drugs Products (Componentes inactivos para
medicamentos comercializados en la actualidad) y/o las secciones apropiadas de la Food Additives Status List (Lista de
la situacion de aditivos alimentarios). Entre estos estan: benzoato de bencilo, aceite de casia, aceite de ricino,
ciclometicona, polipropilenglicol (de bajo PM), polisiloxano (de bajo PM), aceite de cofiac (oenantato de etilo), toronijil,
balsamo de Per(, oleorresina de cardamomo, estragol, geraniol, acetato de geraniol, acetato de mentilo, eugenol,
isoeugenol, aceite de pepitas, aceite de pino, aceite de ruda, trifurano, extracto de achiote, oleorresina de circuma, y
oleorresina de pimenton. Aceites esenciales de fuentes vegetales (incluyendo sus extractos y componentes, y mezclas
de las mismos) comprenden un grupo bastante grande y quimicamente diverso de liquidos que incluyen muchos
agentes hidréfobos de baja toxicidad con grupos polares. La expresion “aceites esenciales” pretende incluir aceites
esenciales de las siguientes fuentes: baya de pimienta de Jamaica, esencia de &mbar, semilla de anis, arnica, balsamo
de Pert, albahaca, laurel, hojas de laurel, bergamota, bois de rose (palisandro), cajeput, caléndula (margarita), alcanfor
blanco, semilla de alcaravea, cardamomo, semilla de zanahoria, madera de cedro, apio, manzanilla alemana o hdngara,
manzanilla romana o inglesa, canela, citronela, salvia, brote de clavo, cilantro, comino, ciprés, eucalipto, hinojo, aguja de
pino siberiano, franquincienso (aceite de olibano), ajo, geranio rosa, jengibre, pomelo, hisopo, jazmin, jojoba, bayas de
enebro, lavanda, limén, limoncillo, lima, mejorana, artemisa, flor de verbasco, goma de mirra, bigarade neroli, nuez
moscada, naranja amarga, naranja dulce, orégano, palmarosa, pachuli, poleo, pimienta negra, menta, petitegrain, aguja
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de pino, raiz de carmin, absoluto de rosa, semillas de rosa mosqueta, romero, salvia, salvia ddlmata, aceite de sandalo,
sasafras (libre de safrol), menta verde, nardo, piceo (cicuta), tangerina, arbol de té, thuja (hoja de cedro), tomillo,
extracto de vainilla, vetiver, gaulteria, extracto de olmo escocés (hamamelia), o ilang ilang (cananga). También se
prefieren los siguientes componentes de aceites esenciales: 2,6-dimetil-2,4,6-octatrieno; 4-propenilanisol; acido bencil-3-
fenilpropenoico; 1,7,7-trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-ol; 2,2-dimetil-3-metilenbiciclo[2.2.1]heptano; 1,7,7-
trimetilbiciclo[2.2.1]heptano; trans-8-metil-n-vanilil-6- nonenamida; 2,2,5-trimetilbiciclo[4.1.0]hept-5-eno; 5-isopropil-2-
metilfenol; p-menta-6,8-dien-2-ol; p-menta-6,8-dien-2-ona; beta-cariofileno; 3-fenilpropenaldehido; 3,7-dimetil-6-octenal;
3,7-dimetil-6-octen-1-ol; 4-alilanisol; acido etil-3-fenilpropenoico; 3-etoxi-4-hidroxibenzaldehido; 1,8-cineol; 4-alil-2-
metoxifenol; 3,7,11-trimetil-2,6,10-dodecatrien-1-0l; 1,3,3-trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-0l; 1,3,3-
trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-ona; trans-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol; acetato de trans-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ilo; 3-
metil-2-(2-pentenil)-2-cilopenten-1-ona; p-menta-1,8-dieno; 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol; acetato de 3,7-dimetil-1,6-
octadien-3-ilo; p-mentan-3-ol; p-mentan-3-ona; 2-aminobenzoato de metilo; acetato de metil-3-oxo-2-(2-pentenil)-
ciclopentano; 2-hidroxibenzoato de metilo; 7-metil-3-metilen-1,6-octadieno; cis-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol; 2,6,6-
trimetilbiciclo[3.1.1] hept-2-eno; 6,6-dimetil-2-metilenbiciclo[3.1.1]heptano; p-ment-4(8)-en-3-ona; p-ment-1-en-4-ol; p-
menta-1,3-dieno; p-ment-1-en-8-ol; metilfenilglicidato de etilo; y 2-isopropil-5-metilfenol.

Diluyentes especialmente preferidos, debido a una combinacién favorable de buenas propiedades de
solubilizacion del farmaco, baja toxicidad, baja solubilidad de agua, intervalo de temperatura Gtil como liquido, historia de
uso, y compatibilidad con (o induccién de) fases cubicas y hexagonales, son: tocoferoles, benzoato de bencilo, estragol,
eugenol, isoeugenol, linalool, aldehido de fresas, terpineol, y los siguientes aceites esenciales: balsamo de Perq,
albahaca, laurel, bois de rose (palisandro), semilla de zanahoria, brote de clavo, eucalipto, jengibre, pomelo, hisopo,
limoén, artemisa, goma de mirra, naranja amarga, orégano, palmarosa, pachuli, menta, petitgrain, romero, aceite de
sandalo, menta verde, thuja (hoja de cedro), tomillo, vainilla, y ilang ilang (cananga). De estos, el presente inventor ha
encontrado que tocoferoles, linalool, y aldehido de fresa (metilfenilglicidato de etilo) son los mas preferido en el caso de
productos inyectables.

El ejemplo 18 muestra un resultado experimental que indica que la concentracion de fase exterior del farmaco
anestésico general propofol en varias fases cubicas equilibradas con agua se reduce fuertemente sustituyendo
aproximadamente la mitad del propofol con alfa-tocoferol. En los ejemplos 19 y 20, se inyectaron por via intravenosa en
perros las formulaciones de propofol de la presente invencion en las que se us6é la misma mezcla de tocoferol-propofol
en las particulas de fase cubica, y no se observé ninguna molestia con la inyeccion en ninguno de los animales. Tal
como se observd anteriormente, el consenso en la técnica es que el picor en la inyeccion de muchas formulaciones
propofol se debe al propofol presente en la fase acuosa. Esto pone en relieve la importancia del control del reparto
aceite-agua que es posible en la presente invencion, mediante un medio sencillo. El mismo método también puede
aplicarse a otros sistemas que contienen tensioactivos o lipidos, tales como liposomas, dispersiones, microemulsiones,
y emulsiones de particulas de cristal liquido recubiertas. No es necesario que el diluyente tenga alguna afinidad
particular para el farmaco, tal como se ilustra mediante los ejemplos en el presente documento en los que el tocoferol es
el diluyente, dado que este compuesto no tiene ninguna afinidad especial por el propofol (no obstante, tal como se tratd
anteriormente, el propofol y tocoferol comparten una similitud estructural que es importante en el contexto de esta
invencion). Mas bien el efecto es el resultado matematico de la razo6n aumentada del volumen hidréfobo con respecto a
la masa del farmaco. Tal como se observa mediante los datos en el ejemplo 18, el aumento de la razén del volumen
hidréfobo (fraccidon en volumen de dominios hidréfobos) con respecto al contenido del farmaco (fraccion en volumen del
farmaco) en el 50%, o mas preferiblemente en el 100%, puede tener un fuerte efecto sobre la concentracion del farmaco
en la fase exterior. Los tocoferoles son particularmente Gtiles como diluyentes en una amplia gama de sistemas posibles
debido a sus cadenas hidrofobas largas, bajos puntos de fusion, y naturaleza no alergénica, segura. Aunque el uso de
diluyentes oleosos se conoce en la técnica de las emulsiones, su uso en el contexto de liposomas y dispersiones
basadas en cristal liquido ha sido practicamente desconocido, particularmente en el campo de los productos
farmacéuticos, con la excepcion de determinadas descripciones de patentes del presente inventor (solicitudes
estadounidenses 10/176.112 y 60/387.909).

Otro hallazgo sorprendente en el transcurso de la preparacion de las muestras notificadas en el presente
documento fue que la oxidacién del propofol a lo largo del tiempo se redujo fuertemente mediante el uso del método con
diluyente tocoferol descrito anteriormente. Esto puede deberse a una combinacién, quizas una sinérgica, de varios
factores. El mismo tocoferol puede actuar como antioxidante, y en particular puede proteger al propofol cuando esta en
los dominios hidréfobos de la dispersion. Ademas, la reduccion del propofol acuoso por el método con diluyente puede
reducir la velocidad de oxidacion debido a la cinética de oxidacion mas lenta en los dominios hidr6fobos en comparacion
con la fase acuosa, debido a la viscosidad superior y/o concentracién inferior de oxigeno. El segundo factor se aplicara
incluso en casos en los que el diluyente no sea especificamente un antioxidante.

Ajuste de la tonicidad. En el transcurso de esta invencion, el inventor ha encontrado que aminoéacidos
solubles, por ejemplo glicina, prolina y valina, en particular, son excelentes agentes de ajuste de la tonicidad para
formulaciones que incorporan tensioactivos que contienen grupos polares de poli(6xido de etileno) (o PEG), tales como
poloxameros (Pluronics), particularmente en el caso de la formulacion de propofol. Las razones por las que los
aminoécidos solubles, y especialmente hidréfilos neutros son particularmente Utiles en estos casos son: 1) no presentan
la tendencia a precipitar particulas que incorporan tensioactivo pegilado, como lo hacen las sales ibénicas; 2) no
aumentan de manera apreciable, y de hecho pueden disminuir, la concentracion de propofol en la fase acuosa exterior,
lo que tal como se trata en el presente documento es importante en la reduccion del ardor en la inyeccion; y 3) parecen
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tener el efecto de mejorar la compatibilidad de las fases cubicas y hexagonales inversas con la fase acuosa. El ejemplo
18 demuestra la reduccion de propofol acuoso con la adicion de glicina para hacer la dispersion isoténica
(aproximadamente 300 mOsm/I). Por el contrario, se encontré que los sacaridos que se usan cominmente para ajustar
la tonicidad, tales como dextrosa, aumentaron los niveles acuosos de propofol. Incluso el cloruro de sodio al 0,8% tuvo
el efecto de precipitacion de las particulas de Pluronic L-122/desoxicolato de la presente invencién durante un periodo
de aproximadamente una semana. También se descubrié que la glicina produce una fase cubica mas transparente, lo
que indica un orden de largo alcance mas perfecto, en estos experimentos. Se encontré que la glicina y la valina y la
prolina no tenian efectos adversos sobre las particulas de fase cubica basadas en L-122, que contenian propofol, de la
presente invencion. La glutamina y asparagina alteraron la misma formulacién. Se usa glicina en grandes cantidades
(superiores a 100 mg/kg) en inyecciones del producto farmacéutico Humate-P, y una dosis individual del producto
nutricional inyectable Nephramine contiene mas de 2 gramos de valina, haciendo que ambas sean especialmente
preferidas para productos parenterales. Los aminoacidos preferidos para este fin, en orden decreciente de preferencia,
son: glicina, alanina, prolina, serina, glutamina, valina, asparagina; los aminoacidos acidos, basicos e hidréfobos son
mucho menos preferidos (y algunos de estos no son solubles en agua hasta niveles de ajuste de la tonicidad), como son
los aminoacidos que contienen azufre debido a problemas de hipersensibilidad. Los aminoacidos indicados como
preferidos también tienen un efecto de estabilizacion del pH y pueden actuar como antioxidantes hasta algin grado. Se
prefiere el uso de glicina a niveles de entre aproximadamente el 1 y el 3%, y méas preferiblemente entre
aproximadamente el 1,3 y el 2,2%, para ajustar la tonicidad, a menos que estén presentes otros componentes que
aumenten la osmolalidad en cuyo caso pueden ser Utiles niveles inferiores. La sinergia entre las diversas
funcionalidades de estos aminodacidos, concretamente su compatibilidad con grupos de cabeza de PEG, su efecto
positivo sobre el reparto del farmaco (al menos en el caso de farmacos fendlicos tales como propofol), y su tonicidad,
capacidad de tamponamiento, y actividad antioxidante es particularmente importante en el caso de productos
farmacéuticos, en los que hay un alto impetu para mantener el nimero de componentes en la formulacién a un minimo.
La tonicidad también puede lograrse con el uso de zwitteriones, incluyendo fosfatidilcolina.

Un método especialmente Gtil de produccién de particulas de la presente invencion implica fases relacionadas
de viscosidad inferior. En particular, y tal como se ilustra en el ejemplo 17 a continuacioén, a menudo se da el caso de
gue cuando se elimina el agua de una fase cubica o hexagonal inversa, se forma una fase L2 liquida, de viscosidad muy
inferior 0 en casos mas raros una fase L3 liquida. Es decir, en algunos casos, simplemente una reflexion del hecho de
que grupos de cabeza de tensioactivo requieren hidratacion con el fin de que la segregacion en los dominios hidréfobos
e hidréfilos sea lo suficientemente pronunciada, en cuanto a la energia, para que se desarrolle el comportamiento de
fase liquido-cristalina completo. Dado que la fase L2 liquida es de baja viscosidad se dispersa mucho mas facilmente en
agua, y después de que las gotas resultantes se hidraten con agua, experimentan el cambio de fase para dar la fase
liquido-cristalina inversa buscada. Esta hidratacion es generalmente un proceso rapido porque los tiempos de difusién
se reducen en gran medida, asumiendo que se logra un tamafio de gota de fase L2 razonablemente fino,
preferiblemente inferior a aproximadamente 100 micras y mas preferiblemente inferior a aproximadamente 20 micras. El
mismo resto cargado que induce la estabilizacién de la carga en la dispersion de particula liquido-cristalina final puede
de igual manera proporcionar la estabilizacion de la carga de las gotas de liquido en dispersién. Pueden usarse otros
métodos para convertir las gotas de liquido precursor (habitualmente L2, o en otros casos la fase L3) en particulas de
fase liquido-cristalina. Estos incluyen, por ejemplo, incorporar un compuesto de bajo coeficiente de reparto en el cristal
liquido lo que provoca que se licue, en el que Kow bajo implica que el compuesto dejara preferentemente las gotas de
liquido tras la dispersion, lo que induce que el liquido vuelva a un cristal liquido como una particula. Un compuesto de
este tipo puede encontrarse facilmente afiadiendo simplemente la cantidad suficiente de un compuesto de bajo Koy @ un
cristal liquido hasta que el cristal liquido se licte, lo que no es una tarea dificil en vista del intervalo de la composicion
normalmente pequefio de las fases liquido-cristalinas inversas.

Los estudios de estabilidad notificados en el ejemplo 22 demuestran que las particulas de la presente invencion
son estables a largo plazo en dispersién, con muy poca agregacion o crecimiento del tamafio de particula a lo largo del
tiempo, tal como se muestra mediante la medicién de dispersion de la luz dindmica, que se conoce bien que es muy
sensible a la agregacion de particulas. Debe observarse que esto contradice las particulas de gel cubicas del
documento U.S. 6.071.524, que de hecho se disefian para agregarse en la superficie de las gotas de aceite en esa
invencion. En el documento 6.071.524 no se proporcionaron estudios de estabilidad con resultados de
dimensionamiento de particulas a lo largo del tiempo.

Aplicacion de formulaciones que contienen cristal liquido inverso para lograr duracién de accién
aumentada y/o dosis disminuida. En el transcurso de este trabajo se hizo el descubrimiento inesperado de que las
formulaciones que contienen cristal liquido inverso de determinados farmacos presentaron, en algunos casos, duracion
en gran medida aumentada de la accion eficaz sin aumento de la dosis, y/o duracion y eficacia equivalente a una dosis
significativamente inferior, en comparacion con las formulaciones habituales (tales como disoluciones acuosas sencillas)
del mismo farmaco. Esto puede aplicarse a una amplia gama de farmacos y productos nutricéuticos tal como se
describe a continuacion. El caso especifico de los anestésicos locales es representativo de muchas realizaciones de
este tipo y a continuacién se describen con cierto detalle.

La introduccién (o colocacién) de anestésicos locales en o en proximidad al tejido neural da como resultado
anestesia o analgesia y denomina ampliamente como anestesia regional. Se han desarrollado técnicas especificas para
establecer la anestesia quirlrgica, analgesia posoperatoria, asi como diversas terapias de tratamiento del dolor agudo y
cronico. Estas técnicas continan desarrollandose a medida que se realizan avances en agentes farmacéuticos,
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dispositivos médicos, y el entendimiento de la fisiologia y funcion celular. Algunas de estas técnicas especificas se
denominan ocasionalmente “bloqueo nervioso”, “bloqueo de raiz nerviosa”, “bloqueo neural”, “bloqueo neuraxial”,
“bloqueo intratecal”, “bloqueo subaracnoideo” “bloqueo epidural”, “bloqueo de ganglio”, “bloqueo del plexo”, “bloqueo de

campo”, “bloqueo incisional”, “bloqueo por infiltracién” entre otros. La presente invencion tiene importancia potencial en
todos estos bloqueos.

La expresion “bloqueo diferencial” se usa para describir los diversos efectos observados cuando se usan
diversos anestésicos locales para establecer anestesia regional con los diferentes tipos de fibras nerviosas. El uso de
cada agente anestésico local producira resultados caracteristicos variados basados en gran parte en las propiedades
hidréfilas o hidréfobas inherentes del agente. De igual importancia que el farmaco seleccionado para su uso es el tipo de
fibra nerviosa cuya actividad va bloquearse. Algunos otros factores pueden afectar a la calidad o la caracteristica de un
tipo especifico de blogueo nervioso. Histéricamente, la rapidez del comienzo y la duracién del bloqueo de conduccion
pueden manipularse aumentando la dosis total del anestésico local asi como el volumen de administracion. La adicion
de epinefrina, norepinefrina, y fenilefrina puede aumentar la duracién del bloqueo debido en gran parte a sus efectos
vasoconstrictores que reducen la absorcion del anestésico local lejos de la fibra nerviosa. La proximidad de la fibra
nerviosa y otras estructuras anatdémicas ubicadas cerca del sitio de la inyeccidon pueden afectar al comienzo y la
duracién del bloqueo. Cualquier numero de factores independientes incluyendo, pero sin limitarse a, pH,
bicarbonatacién, carbonatacion, temperatura, baricidad, la hormona progesterona, pueden efectuar el comienzo
caracteristico, la calidad y latencia de diversas técnicas de conduccion nerviosa.

En el ser humano, puede realizarse el bloqueo del nervio ciatico para producir anestesia distal en la extremidad
inferior distal para la rodilla y el pie. Existen varias técnicas de anestesia regional prescritas que dan como resultado el
bloqueo de la conduccion satisfactorio, principalmente usando o bien el enfoque periférico o bien el clasico. Cada serie
de técnicas puede realizarse o bien con o bien sin la ayuda de un simulador de nervio periférico, provocando
parestesias combinadas con el conocimiento de marcas anatémicas y de superficie.

El uso de un simulador de nervio facilita la administracion precisa de un agente anestésico local en proximidad
directa a o incluso dentro del nervio o la vaina nerviosa. Esto se lleva a cabo aplicando una cantidad pequefia y
ajustable de corriente eléctrica a una aguja de busqueda de bloqueo por aislamiento para provocar la despolarizacion
del nervio una vez que la punta de la aguja no aislada avanza a una ubicacion cerca de o contra el nervio. Esta técnica
ayuda al médico entrenado en la identificacion y el aislamiento del/de los nervio(s) destinado(s) a bloquearse.

En el ejemplo de un bloqueo del nervio ciatico que va a realizarse en la posicién de Sim lateral, se flexionara la
pierna destinada a bloquearse en la rodilla y la extremidad mas superior, descansando sobre la extremidad inferior
dependiente. Mediante palpacion, se identificard el trocanter mayor y la tuberosidad isquiatica con el fin de identificar la
escotadura anatémica entre las dos marcas claves. El nervio ciatico se encuentra casi en el punto medio dentro de esta
escotadura. Se anestesiara la superficie correspondiente de la piel por encima de este punto inyectando una pequefia
cantidad de un anestésico local elevando un habén de piel. Entonces se une el cable negativo del estimulador de nervio
cerca del centro de la aguja, y entonces se avanza la punta de la aguja de bloqueo en la escotadura ciatica. A medida
gue la aguja avanza, se observara tanto la dorsiflexién como la flexion plantar del pie una vez que se ha establecido la
proximidad de la punta de la aguja al nervio. La confirmacion de la colocaciéon de la aguja puede realizarse o bien
disminuyendo la estimulacién eléctrica hasta menos de 0,2 miliamperios o bien inyectando de 1 a 2 mililitros de
anestésico local, que abolird suficiente estimulo eléctrico y provocara una disminucion y pérdida eventual del
movimiento motor. Entonces puede completarse el bloqueo cidtico administrando una cantidad apropiada de la
disolucion de anestésico local al adulto sedado o al nifio anestesiado.

Lo siguiente son ejemplos de bloqueos nerviosos que pueden ofrecer un nivel mejorado de comodidad con un
anestésico local de mayor duracién tal como se proporciona mediante esta invencion.

CABEZAY CUELLO

Amigdalas y adenoides

Biopsia de ganglio linfatico, cuello
Endarterectomia carotidea

Control del dolor posoperatorio general

RSD/Causalgia/Raynaud

Bloqueo de fosa palatina * ok

Bloqueo del plexo cervical superficial
Bloqueo del plexo cervical profundo/superficial
Inyeccién incisional superficial y profunda

Blogueo de ganglio estrellado

* *

* *

* k%

EXTREMIDAD SUPERIOR
Artroscopia de hombro, diagndstico

Reparacion con manguito de rotacion, abierto o
de alcance

Plexo braquial, enfoque interescalénico

p.b., enfoque interescalénico
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Artoplastia p.b., enfoque interescalénico * ok

Fx humeral con RAFI p.b., enfoque interescalénico *

Fx de olécranon con RAFI de brazo (codo) Plexo braquial, enfoque axilar i
Bursa de olécranon Plexo braquial, axilar/intraclavicular * %
Radio con RAFI de antebrazo Plexo de cubito braquial, axilar/infraclavicular * k%
Insercion de derivacion con didlisis e *
Mufieca, mano, dedos Bloqueo(s) de sitio(s) selectivo(s) De * a **
TORAX Y PARED ABDOMINAL

Pecho, toracotomia (pecho abierto) Bloqueo paravertebral (T1 - T6 o T8) *xx (#)
Control del dolor, fx de costilla(s) paravertebral/intercostales *xx(H)
Herpes (dermatoma) Bloqueo(s) de nervio(s) intercostal(es) *
Mastectomia/ganglio linfatico axilar paravertebral (T1 - T6) * ok
Reconstruccion de mama sin parte abdominal Colgajo TRAM “ *xk(H#)
Reconstruccion de mama con parte abdominal  Colgajo TRAM “ ninguno
Parche y conexién de hernia inguinal, abierto Con malla *
PELVIS, PERINEO UROGENITAL

Diversos bloqueos especificos de sitio *
EXTREMIDAD INFERIOR

Artroscopia de rodilla, diagnoéstico Plexo lumbar, bloqueo n femoral *
Alcance de rodila con reparacion de “*¢ *x
ligamentos

Artroplastia de rodilla total “ *Rx(H)
Roétula con RAFI “ *
Artroplastia de cadera total “ *
Amputacion, por encima/por debajo de la Bloqueo de nervio ciatico **
rodilla

RAFI de pierna distal, tibia “w *

Pies, tobillo, tendones Nervio ciatico popliteo, bloqueo de tobillo De * a ***

Leyenda

* alguna mejora ofrecida durante de 4 a 6 h de bloqueo con marcaine™

** buena mejora probable en comparacién con el bloqueo con marcaine™

* * * mejora significativa ofrecida durante bloqueo con marcaine™ de inyeccién individual

# Catéter permanente epidural a nivel toracico o lumbar ofrece ventajas significativas sobre Marcaine™ de inyeccion

individual o la presente invencion, aunque presentan determinados problemas.

Aplicacion de formulaciones que contienen cristal liquido inverso de baja dosis, de larga duracién con
respecto a otros agentes activos. Los compuesto farmacéuticos que bien adecuados para su incorporacién como
agentes activos en formulaciones de larga duracion y/o dosis reducida que contienen los materiales liquido-cristalinos
de fase cubica inversa de las realizaciones preferidas, y que pueden obtener potencialmente beneficio de los métodos
de la presente invencion, incluyen propofol, alfaxalona, alfadolona, eltanolona, propanidid, ketamina, pregnanolona,
etomidato, y otros anestésicos generales; dexametasona, clonidina, loperamida, antagonistas de serotonina como
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ondansatrén, especialmente en conjunto con determinados anestésicos locales; anfotericina B; coenzima Q10;
esteroides y agentes antiinflamatorios esteroideos; epoyetina; mitoxantrona; dacarbazina; antiinflamatorios no
esteroideos (por ejemplo, salicilatos, derivados de paraminofenol (por ejemplo, acetaminofén); calcitonina; sucralfato;
danazol y otros esteroides; megace; L-dopa; ketamina; aciclovir y otros antivirales; anakinra; flavanoides (productos
nutricéuticos); fenomatos; pentafusida; derivados de &cido propionico (por ejemplo, naproxeno, ibuprofeno, etc.);
analgésicos; antipiréticos; agentes de blogueo neuromuscular tales como rocuronio, vecuronio, y pancuronio;
antihipertensores, tales como sulfinalol, oxiprenolol, hidroclorotiazida, captopril, felodipino, guanazodina, cadralazina,
tolonidina, bromuro de pentametonio, bunazosina, ambusida, metildopa, etc.; antitusivos, tales como mutamirato, etc.;
sedantes (por ejemplo, benzodiazepinas tales como diazepam); hipnéticos (por ejemplo, anestésicos intravenosos y
barbituratos); opiaceos; cannabinoides y proteinas (por ejemplo, insulina y eritropoyetina). Por supuesto los anestésicos
locales se prefieren especialmente dentro del contexto de esta invencioén, e incluyen bupivacaina, lidocaina (que tiene
un bajo indice terapéutico, a pesar de su uso contra arritmias ventriculares) procaina, tetracaina, mepivacaina,
etidocaina, oxibuprocaina, cocaina, benzocaina, pramixinina, prilocaina, proparacaina, ropivicaina, levobupivacaina,
amilocaina, dibucaina, diperodén, hexilcaina, leucinocaina, meprilcaina, cloroprocaina, dibucaina, oxibutacaina,
propanocaina, propipocaina, pseudococaina, butacaina, QX-314, y anestésicos locales relacionados; anestésicos
dentales tales como clorobutanol, eugenol, y aceite de clavo; y una mezcla eutéctica 1:1 en peso de lidocaina y
prilocaina. Los farmacos antineoplasicos tienen generalmente estrechas razones terapéuticas y pueden beneficiarse
especialmente de esta invencion; éstos incluyen SN-38 y camptotecinas relacionadas tales como irinotecan; paclitaxel y
taxanos relacionados; gencitabina; colchicina; doxorubicina, idarubicina, daunorubicina y rubicinas relacionadas; iludinas
y el ptaquilosin relacionado; filgrastima; vincristina y vinblastina; perindopril; epotilonas; Photofrin y otros agentes PDT;
ciclofosfamida; acido 13-cis-retinoico; clotrimazol (para candidiasis oral); cisplatino, carboplatino, y otros farmacos
basados en platino. Ademas, otros compuestos farmacéuticos indicados en las patentes estadounidenses 6.638.537 y
6.638.621, cuyo contenido completo se incorpora al presente documento como referencia, son adecuados para su
incorporacion en la invencién descrita en el presente documento, y preferiblemente en las fases liquido-cristalinas
inversas de las realizaciones preferidas; uno de los ejemplos a continuacidon expone en detalle una aplicaciéon de la
invencién para un agente antineoplasico, concretamente un taxano, paclitaxel. Ademas, otros farmacos y productos
nutricéuticos que son de bajo indice terapéutico y se prefieren especialmente para la presente invencion incluyen
warfarina y otros anticoagulantes, ciclosporina y otros inmunosupresores incluyendo basiliximab, agentes antifungicos,
dioxina, fenitoina, teofilina, aminofilina, litio, antibiéticos aminoglicosidos, insulina, dimercaprol, mercaptopurina,
fluoroquinolonas, farmacos antiepilépticos, anticonceptivos orales, fenilpropanolamina, compuestos tripanocidas,
vitaminas A y D, quinidina, miltefosina, terfenadina, hormonas, cisaprida, inhibidores de 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A reductasa, analgésicos narcéticos potentes tales como fentanilo y buprenorfina, muchos farmacos
psicotrépicos tales como butaclamol, muchos inhibidores de la MAO, y depresores triciclicos, y en cierto grado los
barbituratos. De manera geeral, cualquier farmaco para el que se han llevado a cabo separaciones quirales con el fin de
eliminar el enantiomero de bajo indice terapéutico es probable que sea un candidato preferido para esta invencién. En
general, los farmacos con un bajo indice terapéutico (agentes anticancerigenos en particular) son buenos candidatos
para aprovechar el aspecto de dosis reducida de formulaciones que contienen cristal liquido inverso, aunque existen
casos (tales como quizas antihipertensores o antidepresivos) en los que la dosis se mantendra lo mas probablemente
igual y se aprovechara el aspecto de duracion aumentada.

También debe sefialarse que la presente invenciéon puede desempefiar un papel en la facilitacion del uso de
determinados agentes farmacéuticos activos que han caido en desuso o presentan una falta de desarrollo debido a
problemas de abuso de farmacos, problemas de toxicidad o duracién de la accién inaceptable, tales como la cocaina. Al
cambiar la forma fisica y la farmacocinética del fArmaco mediante el uso de esta invencion, puede conservarse la
eficacia farmacéutica, o mejorarse, mientras que se disuade o impide la posibilidad de su abuso.

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencidon pero no deben interpretarse como limitativos de la
invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Se prepar6 en primer lugar una fase cubica inversa que contenia el anestésico propofol mezclando
0,952 gramos (g) de propofol (obtenido de Albemarle Corporation), 1,308 g de agua destilada (todas las referencias al
agua en esta seccion significan agua destilada) y 2,756 g del tensioactivo Pluronic L122 (obtenido de Ethox
Corporation). Después de mezclar meticulosamente esta composicién, se comprobé que el material fuera épticamente
isotropico y de alta viscosidad. Entonces, se disolvieron 0,319 g del tensioactivo anidénico docusato de sodio (también
conocido como Aerosol OT, o simplemente AOT) en 100 ml de agua. Después, se afiadieron 1,088 g de la fase cubica a
un vaso de precipitados de 100 ml que contenia 20 ml de la disolucién de tensioactivo, y se homogeneizé la mezcla
usando un homogeneizador Brinkmann PT 10/35, después de lo cual se microfluidizé la dispersion homogeneizada en
un microfluidizador de alta presion modelo 110L de Microfluidics, usando tres ejecuciones de 30 segundos cada una a
aproximadamente 10.000 psi. La observacién en un microscopio de contraste de fase Olympus BHC demostré que se
habia logrado un tamafio de particula del orden de 300 nanémetros (nm). Entonces se analiz6 la dispersion usando un
aparato DELSA 440SX de Beckman-Coulter para analisis de dispersion de luz por electroforesis Doppler, fijado en modo
de medicion de potencial zeta.

La figura 3 muestra la distribucion de potencial zeta medida resultante, usando tres angulos de medicién. En
los tres angulos, la distribucion esta centrada alrededor de -67 mV, que es un potencial zeta lo suficientemente intenso
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como para aportar una dispersion estable. Debe observarse que aunque hay una propagacion con respecto a la
distribucién, contribuciones importantes a esta propagacion notificada provienen del ensanchamiento instrumental y
ensanchamiento por difusion. Por tanto, la distribucién es de hecho significativamente mas estrecha que la indicada.
Particularmente teniendo esto en cuenta, la fraccion de particulas con un potencial zeta inferior a 30 mV de magnitud es
bastante pequefia.

La razon de tensioactivo (docusato) con respecto a fase clbica en este ejemplo era de 0,06:1, y resulté una
dispersion estable, con un potencial zeta promedio de -67 mV. Cuando esta razon se disminuy6 a 0,02:1, manteniendo
todo lo demés constante, el potencial zeta promedio se desplaz6 a aproximadamente -20 mV, y esa dispersiéon no era
estable.

Ejemplo 2. El agente hipndtico y anestésico general propofol, en la cantidad 0,57 gramos, se combin6 con 0,78
g de agua estéril y 1,65 g de Pluronic L122 (en el que la fraccién en peso de cadenas de polioxietileno es del 20%),
trabajando en una campana de flujo laminar. Después de mezclar esto para formar una fase cubica inversa, se
disolvieron 0,105 g de desoxicolato de sodio en 40 ml de agua estéril. Se disperso entonces una cantidad de 2,1 g de la
fase cubica en los 40 ml de disolucion, usando en primer lugar el homogeneizador Brinkmann, usando entonces el
microfluidizador de Microfluidics durante un total de 15 minutos de microfluidizacién a alta presion. La dispersion,
denominada posteriormente en lo sucesivo “Lyotropic/PF1”, se filtr6 con un filtro de jeringa de 0,8 micras antes de su
uso en las pruebas con animales descritas en el ejemplo 4 a continuacion.

La figura 4 muestra la distribucién de potencial zeta medida para esta dispersion. El potencial zeta promedio,
concretamente de aproximadamente -48 mV, es de mayor magnitud que 30 mV y por tanto consecuente con la
estabilizacién debida principalmente al potencial de superficie.

Se preparé también una mezcla con sélo 1 ml de agua pero la misma cantidad de desoxicolato de sodio. Por
tanto, todas las razones fueron las mismas que en parrafo anterior, excepto la cantidad de agua. El propésito de esto es
comprobar el comportamiento de la fase en presencia de agua en exceso (esto es suficiente para proporcionar un
exceso), pero sin el efecto de dispersion/dilucion que viene con la razén agua:fase cubica 20:1 normal. Esto significa
gue si cualquier fase laminar o L3 estuviera presente, aunque podria ser dificil de detectar en la dispersion diluida, seria
bastante méas facil de detectar en esta forma concentrada. Esto se analizé en un microscopio 6ptico de polarizacion
Olympus BHC, y el resultado se muestra en la figura 5. A la izquierda, hay una linea gruesa de birrefringencia, que es
un solo cabello, puesto deliberadamente en el campo de visibn para mostrar a qué se pareceria un material
birrefringente en estas condiciones oOptica/fotograficas. El contraste muestra claramente que el material de esta
invencion no es birrefringente. Tampoco habia birrefringencia cuando la muestra se corté entre vidrio y cubreobjetos,
mostrando que no hay L3 presente. Ademas, cuando se centrifugd la muestra, no parecia tener algun signo de un L3
por separado en la muestra centrifugada, mas bien parecié ser simplemente una mezcla de fase cubica mas disolucion
acuosa en exceso.

Ejemplo 3. Se combiné propofol, en la cantidad de 0,57 gramos, con 0,78 g de agua estéril y 1,65 g de
Pluronic P123 (en el que la fraccion en peso de cadenas de polioxietileno es del 30%), trabajando en una campana de
flujo laminar. Después de mezclar esto para formar una fase cubica inversa, se disolvieron 0,105 g de desoxicolato de
sodio en 40 ml de agua estéril. Entonces se disperso una cantidad de 2,1 g de la fase cubica en los 40 ml de disolucion,
usando en primer lugar el homogeneizador Brinkmann, usando entonces el microfluidizador de Microfluidics durante un
total de 15 minutos de microfluidizacion a alta presion. La dispersion, denominada posteriormente en lo sucesivo
“Lyotropic/PF4” se filtr6 con un filtro de jeringa de 0,8 micras antes de usar las pruebas con animales descritas en el
ejemplo 4 a continuacion. Analisis DELSA mostré una distribucién de potencial zeta unimodal centrada en
aproximadamente -36 mV.

Ejemplo 4. En este ejemplo, se dosificaron a ratas las formulaciones notificadas anteriormente en el ejemplos
2y 3,y se encontr6 que estas formulaciones funcionaban mejor que una formulacién de propofol a base de emulsién,
comercializada actualmente, produciendo una vuelta mas rapida a | consciencia normal después de la anestesia, en
contraposicion con la vuelta mas lenta observada para la marca comercializada. A un total de 18 ratas Sprague Dawley
se les administré Lyotropic/PF1, Lyotropic/PF4 o Propoflo® (la formulacion de propofol disponible comercialmente)
mediante la vena lateral de la cola una vez a niveles de dosis que oscilaban desde 0,5 hasta 12 mg/kg en un modo de
arriba a abajo. Se alojaron las ratas en jaulas de acero inoxidable con suelos de tela metalica suspendidos sobre
bandejas alineadas e identificadas por un nimero Unico marcado en su cola con tinta indeleble ademas de una tarjeta
de jaula inscrita con el nimero del animal, nimero de estudio, niUmero de grupo y nivel de dosis codificado por colores.
Se mantuvieron los animales en un sala de animales de temperatura aislada (16-23°C) y humedad (53%-71%)
controlada con un suministro de aire filtrado (10-15 cambios de aire/hora) e iluminacién en ciclos (12 horas diarias).
Dieta para roedores certificada (5002) de PMI y agua del grifo sometida a prueba estuvieron disponibles a voluntad. Se
oculté la comida durante la noche antes de la dosificacién. Se aclimataron las ratas usadas en este estudio a las
condiciones de laboratorio durante al menos 5 dias antes de la iniciacion de la fase con animales. Se seleccionaron las
ratas basandose en el peso corporal y el aspecto general antes de la prueba y se asignaron al azar a los siguientes
grupos:
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Ndmero de . . Conc. de dosis N.° de ratas/nivel
Articulo de prueba Dosis mg/kg .
grupo mg/ml de dosis
CBF1 Lyotropic/PF1 051,2,4,8 16 10= 2
CBF3 Propoflo® 4,8 10 2
CBF4 Lyotropic/PF4 2,4,8 10 2
*Para las ratas a las que se les dosifico 0,5, 1 y 2 mg/ml, se diluy6 el articulo de prueba con agua estéril para
inyeccion para una concentracion de dosis final de 1 mg/ml. La concentracion de dosis final para las ratas a las
que se les dosifico 4 y 8 mg/ml era de 10 mg/ml.

Se obtuvieron los pesos corporales justo antes de la administracién de la dosis y se usaron como la base para
la dosificacion. Se observaron los animales inmediatamente después de la dosis y de manera continua durante 30
minutos, y de nuevo aproximadamente a las 1, 2 y 24 horas tras la dosis para determinar la salud general, el aspecto
fisico y para detectar sefiales de efecto clinico, incluyendo cambios de conducta. Los parametros para la evaluacion
incluyeron observaciones tras la dosis y observaciones macroscépicas en la necropsia.

No se produjo mortalidad durante el periodo de observacion tras la dosis de 24 horas. Los signos relevantes de
efecto incluyeron ataxia, estado comatoso, actividad disminuida, y entrecerrado de péarpado(s), que estuvieron todos
resueltos en 24 horas tras la dosificacion. En la mayoria de los casos, el tiempo del estado comatoso fue rapido tras la
inyeccion intravenosa y generalmente aument6 de una manera dependiente de la dosis. Las observaciones
macroscoépicas de la necropsia no revelaron hallazgos notables. En particular, no se encontraron signos de émbolos
pulmonar en ninguno de los animales de prueba, incluyendo aquellos tratados con las formulaciones de dispersion de
fase cubica.

De manera significativa, a los animales a los que se les dosificd Lyotropic/PF1 parecieron, para un observador
entrenado en anestesiologia, salir del coma con mayor claridad y “lucidez” que los animales a los que se les dosifico
Propoflo®. Sin desear limitarse por la teoria, se cree que esto se debid a la integracion del vehiculo de fase clbica
inversa no recubierta con estructuras de biomembrana en el cuerpo, dando como resultado la eliminacién del vehiculo
como un “depodsito”, o reservorio, para el farmaco. En comparacion, se cree que la formulacion de emulsion
comercializada experimenta efectos debidos a un efecto de reservorio prolongado de las gotas de aceite.

Los registros de peso corporal y dosificacion (tabla 1), signos clinicos tras la dosis individual (tabla 2) y tiempo
de estado comatoso (tabla 3) se facilitan a continuacion.

Tabla 1: Registros de peso corporal y dosificacion

Lyotropic/PF1
arlTirrﬁ:\jl?ggF Peso corporal () (337&3) Concem(rr?g/ér;)de dosts (;/oosl:anErerﬂllgg)
1M1 259,2 0,5 1 0,5
1F17 2225 0,5 1 0,5
1M5 265,5 1 1 1
1F21 2211 1 1 1
1M9 265,4 2 1 2
1F25 2319 2 1 2
1M13 2731 4 10 0,4
1F29 235,8 4 10 0,4
1M33 299,1 8 10 0,8
1F34 203,2 8 10 0,8
Propoflo®
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P_refijg n.c Peso corporal (g) Dosis Concentracion de dosis Volymen de
animal: CBF (ma/kg) (mg/ml) dosis (ml/kg)
3M3 237,7 4 10 04
3F19 220,1 4 10 0,4
3M7 253,8 8 10 0,8
3F23 222,5 8 10 0,8
Lyotropic/PF4
ool | Pesocomermg [ peme [ Concentactndecosis T Solmence
4M12 275,3 2 10 0,2
4F28 229,2 2 10 0,2
4M16 271,8 4 10 0,4
4F32 242,0 4 10 0,4
4M35 283,3 8 10 0,8
4F36 215,3 8 10 0,8
Tabla 2: Signos clinicos tras la dosis individual
Prefijo n.° Articulo de prueba Dosis 0-30trasla  1lhoratras 2horastras 24 horas tras
animal: (mg/kg) dosifi-cacién la do.s'ifi- la d9§ifi- la dqgifi-
CBF cacion cacion cacion
1M1 Lyotropic/PF1 0,5 AD, EP NN NN NN
1F17 Lyotropic/PF1 0,5 AD, EP NN NN NN
1M5 Lyotropic/PF1 1 AD NN NN NN
1F21 Lyotropic/PF1 1 AD NN NN NN
M9 Lyotropic/PF1 2 AD NN NN NN
1F25 Lyotropic/PF1 2 AD NN NN NN
1M13 Lyotropic/PF1 4 CT, AD NN NN NN
1F29 Lyotropic/PF1 4 CT, AD NN NN NN
1M33 Lyotropic/PF1 8 AT, CT NN NN NN
1F34 Lyotropic/PF1 8 AT, CT NN NN NN
3M3 Propoflo® 4 AT NN NN NN
3F19 Propoflo® 4 AT, CT NN NN NN
3M7 Propoflo® 8 AT, CT NN NN NN
3F23 Propoflo® 8 AT, CT NN NN NN
4M12 Lyotropic/PF4 2 AD NN NN NN
4F28 Lyotropic/PF4 2 AD NN NN NN
4M16 Lyotropic/PF4 4 AT, AD AD NN NN
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4F32 Lyotropic/PF4 4 AT,CT NN NN NN
4M35 Lyotropic/PF4 8 AT, CT, AD NN NN NN
4F36 Lyotropic/PF4 8 AT, CT NN NN NN

Explicacion de las observaciones: AT = ataxia
CT = estado comatoso

AD = actividad disminuida

EP = entrecerrado de parpado(s)

NA = no aplicable

NN = no notable

*Justo antes de la necropsia

Tabla 3: Duracién del estado comatoso

PrefijoggFanimal: Articulo de prueba Dosis (mg/kg) Tiempo de (zrsrfif;rlgo comatoso
1M13 Lyotropic/PF1 4 3
1F29 Lyotropic/PF1 4 4
1M33 Lyotropic/PF1 8 4,5
1F34 Lyotropic/PF1 8 55
3F19 Propoflo® 4 1
3M7 Propoflo® 8 5
3F23 Propoflo® 8 55
4M35 Lyotropic/PF4 8 4
4F36 Lyotropic/PF4 8 8
4F32 Lyotropic/PF4 4 2

Ejemplo 5. Se prepard una fase liquido-cristalina cubica inversa mezclando meticulosamente 0,962 g de
propofol, 0,706 g de agua y 1,329 g de fosfatidilcolina de soja (de lipidos polares Avanti). Se puso una cantidad de 1,002
g de esta fase cubica en un vaso de precipitados de 100 ml que contenia 20 ml de docusato de sodio acuoso (Aerosol
OT), en el que la razén de docusato con respecto a fase cubica era de 0,06:1. Se homogeneizé la mezcla a alta
velocidad durante 45 segundos, entonces se microfluidizé durante 6 minutos, produciendo una dispersion fina, con una
poblacion submicrométrica sustancial. Esto se analiz6 con el instrumento DELSA y se encontré que tenia un potencial
zeta promedio de aproximadamente -67 mV, tal como se muestra en la figura 6. Debe observarse que en las
condiciones (en particular, de pH) usadas, la fase cubica de fosfatidilcolina/propofol/agua estaria, como en los ejemplos
anteriores, sustancialmente sin carga, de manera que se requiere el docusato para lograr una dispersion de particulas
de fase cubica de carga estabilizada. En efecto, es imposible dispersar esta fase cubica sin el uso de un compuesto
cargado, desasociado a bicapa incluso a las mayores velocidades de cizallamiento posibles con esta instrumentacién.
Réapidamente después de cualquier intento, sin importar como de enérgico, para dispersar esta fase cubica, el material
de fase clbica se aglomera de vuelta en agrupaciones macroscépicas. Todos los componentes (excepto el farmaco) en
esta formulacién estan en la lista de la FDA de excipientes aprobados para productos inyectables.

Ejemplo 6. Se dispersaron otros 1,002 g de la fase cubica del ejemplo 5 en 20 ml de una disolucién de cloruro
de benzalconio usando la misma metodologia que en el ejemplo 5. Se midi6 entonces el potencial zeta promedio y se
encontré que era de aproximadamente +74 mV, tal como se muestra en la figura 7.
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Ejemplo 7. El anestésico local bupivacaina, en su forma de base libre, y en la cantidad de 0,176 g, se combin6
con 0,700 g de linalool, 0,333 g de aceite de sandalo, 1,150 g de agua y 2,65 g del tensioactivo Pluronic L122. La fase
cubica resultante se compone por tanto de excipientes de toxicidad muy baja; incluso el aceite de sandalo ha mostrado
ser de baja toxicidad por vias inyectables (aunque no esta aprobado en sentido estricto para su uso en productos
inyectables). Usando la metodologia de los ejemplos anteriores, se dispersoé esta fase cubica usando docusato de sodio
(a una razon de 0,06:1), y se tomd la medicion del potencial zeta. La figura 8 muestra el resultado, que indica una
distribucién centrada alrededor de -64 mV, y casi todas las particulas mas negativas que -30 mV.

Ejemplo 8. Se dispersd la fase cubica del ejemplo 7, usando métodos fisicos similares, usando el tensioactivo
catiénico cloruro de benzalconio. La distribucidon de potencial zeta resultante, mostrada en la figura 9, estaba centrada
alrededor de +55 mV, para la dispersion de particulas de carga estabilizada.

Ejemplo 9. Se prepar6 una fase cubica que contenia el agente activo vitamina E mezclando 1,12 g de vitamina
E (alfa-tocoferol), 1,593 g de fosfatidilcolina de soja y 0,788 g de agua. Esto se dispers6 usando cloruro de benzalconio,
y se registré un promedio de potencial zeta de aproximadamente +70 mV.

Ejemplo 10. Se agit6 vigorosamente la misma fase cubica que en el ejemplo 9 junto con una décima parte de
su peso en dantroleno sédico, un relajante de musculo esquelético. Esto se dispersé entonces en cloruro de
benzalconio acuoso, con una razén 20:1 de agua con respecto a fase cubica, y una razén 0,06:1 de tensioactivo con
respecto a fase cubica. Esto se homogeneiz6 a alta velocidad durante 3 minutos.

Potencial zeta es particularmente significativo en este caso, puesto que el farmaco es anioénico, mientras que la
fase clbica dispersa (como en el ejemplo 9) es catidnica. Por tanto, si estd presentedantroleno “libre” entonces
aparecera un pico con un potencial zeta negativo, junto con el pico de las particulas estabilizadas de manera catiénica,
indicando que no se han producido particulas de esta invencion.

De hecho, se analizo la dispersion de color intenso (por el dantroleno sédico) con el DELSA, y no se encontrd
ningln pico a potencial zeta negativo. La figura 10 muestra el andlisis, con un Unico pico (en los cuatro angulos)
centrado en +72 mV. Por tanto, se produjeron en efecto particulas de la presente invencion, con cristales de tamafio
nanométrico del relajante de musculo esquelético escasamente soluble estabilizados al estar incluidos en una particula
de fase cubica estabilizada de manera catiénica de la presente invencion.

Se hizo un intento de dispersar dantroleno sédico con sélo el cloruro de benzalconio, sin usar la fase cubica o
cualquier otro cristal liquido, con el fin de evaluar la importancia de la fase cubica en este ejemplo. Por tanto, se disolvio
dantroleno soédico en la fase acuosa a la misma concentracion, lo que dio como resultado una razén 0,06:1 de
tensioactivo con respecto a dantroleno sédico, y se aplicé el mismo protocolo de homogeneizacién. La medicion DELSA,
mostrada en la figura 11, muestra claramente un potencial zeta mucho menor que en el caso en el que se usé la fase
cubica. Esta carga enormemente aumentada en el caso de la particula de fase cubica esta probablemente relacionada
con la carga de benzalconio mucho mayor posible con la fase cubica (tal como se expresa en la superficie de particula)
en comparacioén con la superficie de dantroleno sddico.

El dantroleno sbédico se usa actualmente en el tratamiento de hipertermia maligna, una situacion de crisis,
potencialmente mortal. La formulacion comercializada actualmente debe reconstituir un vial cada vez, requiriéndose
hasta 36 viales para un Unico tratamiento. Se han notificado muertes de pacientes causadas por el médico que no pudo
reconstituir e inyectar estos muchos viales durante la crisis MH creciente. La presente invencién puede proporcionar
medios mediante los cuales podria inyectarse una dispersién concentrada, estable del farmaco en lugar de la
formulacion actual. Aunque estén disponibles otros métodos de estabilizacion de nanocristales de compuestos tales
como dantroleno, la presente invencion puede tener ventajas sobre éstos en casos en los que las propiedades de
potenciacion de la absorcion de la presente invencién son deseables. Todos los componentes de esta formulacion son
farmacéuticamente aceptables para inyeccion intravenosa.

Ejemplo 11. Se dispersé una cantidad de 0,999 gramos de la fase cubica L122/propofol/agua usada en el
ejemplo 1 en una disolucion de dodecilsulfato de sodio (SDS), a una razén de SDS:fase cubica de 0,06:1. Esto produjo
una dispersion estable de microparticulas con un potencial zeta centrado a aproximadamente -63 mV, tal como se
muestra en la figura 12. SDS no es s6lo un tensioactivo de muy baja toxicidad, que esta aprobado para su uso en
productos inyectables, sino que también es uno de los tensioactivos disponibles mas estudiado y caracterizado, sino el
gque mas.

Ejemplo 12. El farmaco antineoplasico paclitaxel, en la cantidad de 40 mg, se combiné con 0,372 g de aceite
de sandalo y 0,725 g de aldehido de fresa, entonces se calenté para disolver el paclitaxel. Esto se combind entonces
con 1,855 g de Pluronic L122 (HLB=4) y 0,905 g de agua, y se mezcld para formar una fase cibica inversa. Esto se
dispers6 entonces en una disoluciéon acuosa de docusato de sodio en una razon de docusato:fase cubica de 0,06:1,
homogeneizando a alta velocidad durante 30 segundos, entonces se microfluidizé durante 1,5 minutos, y finalmente se
centrifugd durante 5 minutos en una centrifuga de mesa a aproximadamente 5.000 rpm. El analisis DELSA (usando una
corriente de 0,18 mA, y un desplazamiento de frecuencia de 500 Hz) indicd entonces una distribucion de potencial zeta
centrado alrededor de -53 mV, tal como se muestra en la figura 13. Esta formulacién de paclitaxel libre de Cremophor
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podria ser bastante adecuada para varias vias de administracién, incluyendo instilacion vesical, intraperitoneal, oral, o
posiblemente mediante inyeccion.

Ejemplo 13. Se prepar6 en primer lugar una fase cubica inversa que contenia anestésico propofol mezclando
0,9501 gramos de propofol (obtenido de Albemarle Corporation), 1,2970 g de agua destilada y 2,7575 g del tensioactivo
Pluronic P-123 (un tensioactivo de poloxamero obtenido de BASF Corporation). Después de un mezclado meticuloso, se
comprobo la composicion para asegurarse de que tenia alta viscosidad y era 6pticamente isotropica. Se cargd entonces
en una jeringa desechable de 10 ml para facilitar la pesada de una muestra de 1 g . En otro vaso de precipitados, se
disolvieron 0,3192 g de Aerosol OT (AOT, también denominado docusato de sodio) en 100 ml de agua destilada. Se
puso una varilla de agitacién en el vaso de precipitados y se agité la disoluciéon durante 1 hora usando un aparato
Fischer Thermix modelo 210T. Se afiadi6é entonces una cantidad de 1,0199 g de la fase cubica a la disolucion de AOT y
agua en una cantidad equivalente a 0,0638 g de AOT y 20,0 g de agua destilada. Esto dio como resultado una razén de
tensioactivo con respecto a fase cubica de 0,06:1 y una razon de agua destilada con respecto a fase cubica de 20:1. Se
homogeneizé la mezcla usando un homogeneizador Brinkman PT 10/35 en modo alto durante 20 segundos. La
dispersion homogeneizada se microfluidizé entonces con un aparato M110L de Microfluidics durante 3 ejecuciones,
cada una de las cuales duré 30 segundos. Después, se recogio la dispersion en un tubo de ensayo y se centrifugo
durante 2 minutos usando una centrifuga de mesa. La dispersion se visualiz6 bajo un microscopio Olympus BHC para
comprobar el tamafio y el aspecto de particula.

Se analiz6 entonces la dispersién usando el aparato DELSA 440SX de Beckmann-Coulter para andlisis de
dispersion de luz por electroforesis Doppler, con las movilidades electroforéticas convertidas en potenciales zeta
mediante las ecuaciones convencionales, tal como se observa en la figura 14. Se notificaron cuatro angulos de medicion
de dispersion, con la distribucion en cada caso centrada alrededor de menos 39 mV. Este andlisis de movilidad
electroforética se ejecut6 a un desplazamiento de frecuencia, de acuerdo con la metodologia DELSA de Beckmann-
Coulter, de 500 Hz, con un tiempo de ejecuciéon de 180 segundos. El docusato aparece en la Guia de Principios
Inactivos de la FDA de 1996 como aprobable para su uso en productos inyectables.

Ejemplo 14. Usando métodos similares a los empleados en la preparacion del ejemplo 13, se afiadié una
cantidad de 1,0135 gramos de la fase cubica idéntica a la del ejemplo 13 a un equivalente de 0,0638 g de dodecilsulfato
de sodio (SDS) (obtenido de EM Science Corporation) y 20,0 g de agua destilada tal como se describi6é en el ejemplo
13.

De nuevo, usando métodos similares al ejemplo 13, la dispersidon se homogeneizo, se microfluidizé y se analizé
bajo el microscopio. Se encontré que el potencial zeta era de menos 41 mV, tal como se midi6 desde cuatro angulos a
500 Hz durante 180 segundos. Debe observarse que se ha usado SDS en el producto farmacéutico inyectable
Proleukin.

Ejemplo 15. De nuevo, usando métodos similares a los empleados en el ejemplo 13, se afiadié una cantidad
de 1,0001 gramos de la fase cubica idéntica a la del ejemplo 13 a un equivalente de 0,0638 g de cloruro de benzalconio
(obtenido de Sigma Corporation) y 20,0 g de agua destilada tal como se describié en el ejemplo 13. Se ha usado cloruro
de benzalconio en el producto inyectable Celestrone Soluspan.

Siguiendo los métodos descritos en el ejemplo 13, la dispersién se homogeneiz6, se microfluidizd y se analizé
bajo el microscopio. Se encontr6 que el potencial zeta para esta dispersion era de 36 mV y por tanto indicaba
estabilidad de carga. Se ejecut6 a 500 Hz durante 180 segundos desde cuatro angulos de dispersion diferentes.

Ejemplo 16. En este caso se usaron los mismos métodos que se usaron para el ejemplo anterior para preparar
una fase cubica similar excepto que se usaron 0,9520 gramos de Pluronic L-122 en lugar de los 0,9501 g de Pluronic
123. Se afiadio entonces una cantidad de 0,9989 g de la fase cubica a 0,0638 g de cloruro de benzalconio (obtenido de
Sigma Corporation) y 20,0 g de agua destilada.

Se usaron métodos similares a los utilizados en el ejemplo 13 para microfluidizar, homogeneizar y analizar la
dispersion bajo el microscopio. El potencial zeta de la dispersion, tomado en cuatro angulos diferentes y ejecutado a 500
Hz durante 180 segundos, promedié +47 mV, lo que indic6 estabilidad de carga de acuerdo con la presente invencion.

Ejemplo 17. Este ejemplo ilustra el método de produccion tratado anteriormente, en el que se prepard y
dispers6 una fase liquida de baja viscosidad precursora de la fase liquido-cristalina inversa, y las particulas se
convirtieron en la fase liquido-cristalina tras el contacto con agua. Se prepar6 en primer lugar una fase L2 mezclando
2,2009 gramos de propofol, 1,9883 gramos de alfa-tocoferol y 12,0964 gramos del tensioactivo de poloxamero Ethox L-
122 en un tubo de ensayo de 50 ml y agitando con vértex hasta que estuvo todo en una fase. La fase L2 liquida que se
formo era transparente pero amarilla y de baja viscosidad. En un vaso de precipitados de 150 ml, se pusieron 0,9032
gramos de acido desoxicolico de sodio, 2,0017 gramos de glicina, 70 ml de agua destilada y 13,345 gramos de la fase
L2. Esto se homogeneiz6 hasta que el material se dispersé. Bajo observacion en contraste de interferencia diferencial
(DIC) en un microscopio Polyvar de Reichert-Jung, fue evidente que la fase L2 se habia convertido en una fase cubica
viscosa y rigida, con particulas angulares de forma irregular en contraposicién con gotas liquidas que son generalmente
bastante redondas. Esto se homogeneiz6 entonces adicionalmente durante 60 minutos més, y el tamafio de particula
entonces fue lo suficientemente pequefio como para que el material pudiera filtrarse facilmente a través de un filtro de
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0,22 micras. La distribucion de potencial zeta medida tal como se describié anteriormente fue unimodal y centrada en
aproximadamente -34 mV.

Ejemplo 18. Se prepararon cuatro fases cubicas inversas con propofol (Albemarle Corporation), alfa-tocoferol
(vitamina E, de Aldrich Chemical Company), agua destilada y Pluronic L122 (Ethox Corporation). Se combinaron el
propofol y la vitamina E en diversas razones en peso hasta un 19% total, el agua se mantuvo constante al 26% y el
Pluronic L-122 al 55%. Se combinaron los componentes en tubos de ensayo de 8 ml y se mezclaron meticulosamente
hasta ser Opticamente isotropicos y de alta viscosidad. Se prepar6 un total de tres gramos de cada una de las siguientes
composiciones (todos los pesos figuran en la lista en gramos):

10% de propofol

13% de propofol

16% de propofol

19% de propofol

Propofol 0,302 0,388 0,478 0,570
Vitamina E 0,273 0,189 0,105 0

Agua destilada 0,777 0,792 0,786 0,784
Pluronic L122 1,657 1,649 1,658 1,647

Se extendié una capa delgada de cada fase cubica inversa sobre la pared interior de cuatro tubos de ensayo, y
se afiadio una cantidad apropiada de solvente (o bien agua destilada o bien disolucion al 2,2% de glicina, esta Ultima
preparada afiadiendo 48,9 ml de agua destilada a 1,1 g de glicina, Spectrum Chemical Company) a cada tubo para
obtener una concentracién de propofol global del 1% o del 2%. Por tanto, resultaron las dieciséis combinaciones

siguientes:

Concentracion de propofol global del 1%

Q Disol. de glicina Q agua
10% de propofol | 0,51 | 4,50 0,51 4,50
13% de propofol | 0,41 | 4,65 0,41 4,65
16% de propofol | 0,32 | 4,69 0,31 4,71
19% de propofol | 0,29 | 4,72 0,28 4,73

Concentracion de propofol global del 2%

Q Disol. de glicina Q agua
10% de propofol | 1,01 | 4,08 1,01 4,06
13% de propofol | 0,77 | 4,32 0,78 4,28
16% de propofol | 0,62 | 4,38 0,60 4,42
19% de propofol | 0,53 | 4,48 0,55 4,48

Se permitié que se asentara cada tubo durante la noche a temperatura ambiente (aproximadamente 23 grados
centigrados), tiempo durante el cual las fases clbicas inversas rodeadas por agua se volvieron blancas opacas,
mientras que las fases cubicas inversas rodeadas por glicina permanecieron claras y transparentes. Se invirtié entonces
cada tubo dos veces, y el contenido liquido se transfirié a matraces volumétricos de 50 ml separados y se enrasaron con
fase movil (50% de acetonitrilo, 40% de agua, 10% de metanol, 0,5% de acido fosfoérico, todos disolventes de calidad
para HPLC). Se mezclaron meticulosamente las muestras y se transfirid6 una porcion de cada una a viales de HPLC
separados. Se preparé una disoluciéon patrén disolviendo 59,4 mg de reactivo propofol en 100 ml de fase movil,
mezclando bien, y transfiriendo a viales. Se preparé una disolucién de comprobacién para el patron de la misma
manera, usando 52,1 mg de propofol.

Se analizaron los patrones y las muestras en un sistema HPLC SCL-10A VP de Shimadzu con las siguientes
condiciones cromatograficas: columna C18 Phenomenex Luna de 25 cm x 4,6 mm, velocidad de flujo isocratica de 2,0
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ml/minuto, volumen de inyeccién de 20 ul, duracién de ejecuciéon de 14 minutos (elucién de propofol a los 12 minutos), y
deteccién UV a 270 nm.

El sistema demostré ser adecuado para la cuantificacion con una desviacion patron relativa inferior al 0,5% de
cinco inyecciones reproducidas de la disolucién patrén y todas las inyecciones de patrén posteriores. Ademas, el patron
de comprobacién se sometié a ensayo al 100% de la disolucion patron.

Se calculd la concentracién de propofol en la fase acuosa con la siguiente ecuacion:

59.4mg

100 ml ug
volumen de disolucion actosa | *-20 = oy Propofol
matraz volumétrico de 50 ml

) _ conc. de disol. patron
area de pico de la muestra

areade pico del patron promedio

Se representaron graficamente estos datos como microgramos/ml de propofol en la fase acuosa frente al
porcentaje de propofol en la fase cubica. El valor para el 13% de propofol en la fase cubica al 1% con glicina es
claramente un valor atipico.

% propofol en Q | 1% (glicina) | 2% (glicina) | 1% (agua) | 2% (agua)
10 18,6 19,3 25,1 19,5
13 (34,9) 25 29,6 28,8
16 30,1 29,3 39,1 34,2
19 35,5 35,9 46,9 45,6

Este ejemplo muestra por tanto que el nivel de propofol acuoso puede reducirse sustancialmente mediante el
uso de diluyente de alto coeficiente de particion (Kow alto) tal como se describié anteriormente, asi como muestra el
resultado sorprendente de que el uso de glicina no so6lo puede reducir el nivel de farmaco acuoso, sino que también
mejora la compatibilidad de la fase cubica inversa con la fase acuosa, tal como se manifiesta por la transparencia de las
muestras de glicina en contraposicion con las muestras sin glicina que mostraron una turbidez importante en la fase
cubica.

Ejemplo 19. En este ejemplo, se les dosifico a perros la formulacion notificada en el ejemplo 1 anteriormente, y
se encontré que esta formulacién funcionaba tan bien como, y de manera similar a, una formulacion de propofol basada
en emulsion, comercializada actualmente, Propoflo®. La formulacion de fase clbica, sin embargo, ofrece las ventajas de
estar esencialmente libre de componentes que fomentan el crecimiento microbiano.

En 3 dias consecutivos, se dosificO a seis perros Beagle (de aproximadamente 1,5-3,5 afios de edad)
Propoflo® (una formulacion de propofol disponible comercialmente) y Lyotropic PF1 en un disefio cruzado de 3 vias. Los
perros estuvieron en un programa de alimentacion controlada, recibiendo aproximadamente 500 gramos de dieta canina
certificada (5507) durante aproximadamente 7 dias antes de la iniciacion de la dosificacion. Se ocult6 la comida durante
la noche antes de cada sesion de dosificacion. Se pens6 que los niveles de contaminantes que se sabia que estaban
presentes en el pienso y el agua no podrian interferir en este estudio. Se aclimataron los adultos jovenes usados en este
estudio a las condiciones de laboratorio durante al menos 14 dias antes de la iniciacion de la fase con animales. Se
seleccionaron seis perros basandose en el aspecto general y se designaron a los siguientes grupos:

Numero | Articulo de prueba Dosis mg/kg Concentracion de dosis mg/ml N.° de animales
de grupo

CBG1 Lyotropic PF1 6,0 10 2

CBG3 Propoflo 6,0 10 2

Se almacenaron los articulos de prueba de dispersién de fase cubica (Lyocell ®”) de la presente invencion a
aproximadamente 2-8C y protegidos de la luz. Se obtuvo Propoflo® de Abbott Laboratories y se almacen6 a
temperatura ambiente. Se obtuvieron los pesos corporales justo antes de la administracion de la dosis y se usaron como
base para la dosificacion. Se realizaron observaciones clinicas para determinar la mortalidad y el aspecto general al
menos dos veces al dia tras la administracion de la dosis. Los parametros para la evaluacion incluyeron observaciones
tras la dosificacion. Todos los animales estuvieron constantemente atendidos desde la induccion de anestesia hasta el
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despertar (es decir, erguirse sobre las cuatro patas). Se registraron para cada perro la duracién de tiempo desde la
inyeccion (de inicio a fin; aproximadamente 30 segundos) hasta la induccién, tiempo hasta el despertar y tiempo para
erguirse sobre las cuatro patas). Se monitorizaron los animales de manera continua para evaluar el nivel de anestesia
usando el tono mandibular, reflejos palpebral y flexor.

No se produjo mortalidad durante los periodos de dosificacion o tras la dosificacion. Las alteraciones o
caracteristicas de respiracion relevantes incluyeron la aparicion de respiracion irregular, apnea, disnea y regurgitacion
leve (s6lo en 2 perros). Sin embargo, ninguna de estas alteraciones podria considerarse que sea especifica del articulo
de prueba puesto que todos estos se produjeron a una frecuencia igual con los tres articulos de prueba. Después del
inicio de la inyeccion, la induccion de anestesia se produjo en el plazo de 1 minuto después del inicio de la inyeccion y
podria describirse como una induccién sin complicaciones independientemente del articulo de prueba. En la mayoria de
casos, los perros a los que se les inyectaron las preparaciones de fase clbica se comportaron de manera similar (es
decir, caracteristicas de respiracion, acontecimientos reflejos y observaciones tras la dosificacion) a aquellos a los que
se les inyectd la preparacion Propoflo® disponible comercialmente.

Registros de peso corporal individual y dosificacion

Dia 1
Prefijo n.° Ndmero Articulo de | Peso corporal Dosis Concentra-cion | Volumen de
animal: CBG USDA prueba (kg) (mg/kg) de dosis (mg/ml) dosis (ml)
M1 3643590 PF1 19,80 6 10 11,9
1F2 4220196 PF1 7,60 6 10 4,6
3M5 3645771 Propoflo 12,60 6 10 7,6
3F6 4119177 Propoflo 10,05 6 10 6,1
Dia 2
Prefijo n.° Numero Articulo de | Peso corporal Dosis Concentracion Volumen de
animal: CBG USDA prueba (kg) (mg/kg) de dosis (mg/ml) dosis (ml)
2M3 3771687 Propoflo 15,25 6 10 9,2
2F4 4121538 Propoflo 9,10 6 10 55
3M5 3645771 PF1 12,25 6 10 7,4
3F6 4119177 PF1 10,15 6 10 6,1
Dia 3
Prefijo n.° Numero Articulo de | Peso corporal Dosis Concentracion Volumen de
animal: CBG USDA prueba (kg) (mg/kg) de dosis (mg/ml) dosis (ml)
M1 3643590 Propoflo 19,85 6 10 12,0
1F2 4220196 Propoflo 7,55 6 10 4,6
2M3 3771687 PF1 15,25 6 10 9,2
2F4 4121538 PF1 9,00 6 10 54

Frecuencia cardiaca individual tras la dosis

Dia 1l
Prefijo n.° animal: CBG Numero USDA Articulo de prueba Frecuencia cardiaca (LPM)
1F1 3643590 PF1 90
1F2 4220196 PF1 120
3M5 3645771 Propoflo 126
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3F6 4119177 Propoflo 90
Dia 2
Prefijo n.° animal: CBG Numero USDA Articulo de prueba Frecuencia cardiaca (LPM)
1M1 3643590 PF1 90
1F2 4220196 PF1 120
3M5 3645771 Propoflo 120
3F6 4119177 Propoflo 90
Dia 3
Prefijo n.° animal: CBG Numero USDA Articulo de prueba Frecuencia cardiaca (LPM)
M1 3643590 Propoflo 102
1F2 4220196 Propoflo 60
2M3 3771687 PF1 76
2F4 4121538 PF1 102
Caracteristicas de respiracioén individual tras la dosis
Dia 1
arz:r?g{?(r:]gG Numero USDA | Articulo de prueba Caracteristicas de respiracion
imM1 3643590 PF1 Respiracion irregular, inicialmente rapida; luego
regular
1F2* 4220196 PF1 Periodo de dipnea, respiracion irregular, apnea
3M5 3645771 Propoflo Respiracion regular en todo el episodio
3F6 4119177 Propoflo Respiracién regular con apnea esporadica

*Se observo regurgitacion aproximadamente a los 2 minutos tras la inyeccion.

Dia 2
Prefijo n.° . . L L
L NUumero USDA Articulo de prueba Caracteristicas de respiracion
animal: CBG
2M3 3771687 Propoflo Respiracion regular en todo el episodio
2F4 4121538 Propoflo Periodo inicial de apnea
. Respiracion irregular seguida por apnea.
M5 3645771 PF1 Respiracion regular durante el resto del episodio.
3F6 4119177 PF1 Respiracion regular en todo el episodio.

*Episodio leve de regurgitacion
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Dia 3
arz;ﬁz{?g;G Ndmero USDA Articulo de prueba Caracteristicas de respiracion
1M1 3643590 Propoflo Respiracién regular en todo el episodio
1F2 4220196 Propoflo Respiracién regular en todo el episodio
2M3 3771687 PF1 Inicialmente, periodo _mar_c'ado de apnea seguido
por respiracién regular
2F4 4121538 PF1 Respiracién regular en todo el episodio
Registro de anestesia
Dia 1l
Prefijo n.® NUmero Articulo de INY a IND a DESP a ESTER a
ag'é“g" USDA prueba IND DESP ESTER ERGUIRSE
1M1 3643590 PF1 0:00:34 0:18:49 0:00:00 0:06:42
1F2 4220196 PF1 0:00:41 0:10:27 0:00:00 0:04:26
3M5x 3645771 Propoflo 0:00:40 0:07:33 0:00:16 0:03:31
3F6 4119177 Propoflo 0:00:29 0:10:29 0:00:10 0:01:23
P;ifi?;’arl':'o Namero Articulo de INY a IND a DESP a ESTER a
CBG USDA prueba IND DESP ESTER ERGUIRSE
1M1 3643590 PF1 0:00:34 0:19:23 0:19:23 0:26:05
1F2 4220196 PF1 0:00:41 0:11:08 0:11:08 0:15:34
3M5 3645771 Propoflo 0:00:40 0:08:13 0:08:29 0:12:00
3F6 4119177 Propoflo 0:00:29 0:10:53 0:11:08 0:12:31
INY = tiempo de inyeccidn (inicio)
IND = tiempo de induccion
DESP-= tiempo hasta el despertar
ESTER = tiempo de postura esternal
ERGUIRSE = tiempo para erguirse (cuatro patas)
Formato = HH:MM:SS

Se inyect6 cada articulo de prueba durante aproximadamente 30 segundos.

Registro de anestesia individual

Dial

TONO MANDIBULAR

Prefijo n.°

Numero USDA

Articulo de prueba

INY a AUSENCIA

INY a PRESENCIA

Duracién
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animal: CBG
1M1 3643590 PF1 0:00:48 0:19:23 0:18:35
1F2 4220196 PF1 0:01:48 0:04:53 0:03:05
3M5 3645771 Propoflo 0:00:55 0:05:57 0:05:02
3F6 4119177 Propoflo 0:00:52 0:07:14 0:06:22
PALPEBRAL
ar'::ﬁz{f’é‘;G Namero USDA | Articulo de prueba | INY a AUSENCIA | INY a PRESENCIA | Duracion
1M1 3643590 PF1 0:01:08 0:05:54 0:04:46
1F2 4220196 PF1 0:01:29 0:04:34 0:03:05
3M5 3645771 Propoflo 0:01:55 0:03:50 0:01:55
3F6 4119177 Propoflo 0:01:10 0:05:28 0:04:18
FLEXOR
ag:ﬁg{f’é‘ge Namero USDA | Articulo de prueba | INY a AUSENCIA | INY a PRESENCIA | Duracion
1M1 3643590 PF1 0:00:57 0:18:59 0:18:02
1F2 4220196 PF1 0:02:39 0:04:46 0:02:07
3M5 3645771 Propoflo 0:01:15 0:05:30 0:04:15
3F6 4119177 Propoflo 0:00:56 0:06:54 0:05:58
INY = tiempo de inyeccidn (inicio)
AUSENCIA = pérdida de reflejo
PRESENCIA = recuperacion del reflejo tras la pérdida
Formato = HH:MM:SS
Se inyect6 cada articulo de prueba durante aproximadamente 30 segundos.
Registro de anestesia individual
Dia 2
Prefijo n.® NUmero Articulo de INY a IND a DESP a ESTER a
ag'é”g" USDA prueba IND DESP ESTER ERGUIRSE
2M3 3771687 Propoflo 0:00:15 0:09:35 0:02:52 0:2:40
2F4 4121538 Propoflo 0:00:30 0:05:05 0:00:30 0:01:45
3M5 3645771 PF1 0:00:25 0:16:31 0:07:04 0:03:54
3F6 4119177 PF1 0:00:20 0:19:47 0:02:47 0:02:20
Prefijo n.® Numero Articulo de INY a INY a
aggé.l: USDA prueba IND EMER INY a ESTER INY a ERGUIRSE
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2M3 3771687 Propoflo 0:00:15 0:09:50 0:12:42 0:15:22
2F4 4121538 Propoflo 0:00:30 0:05:35 0:06:05 0:07:50
3M5 3645771 PF1 0:00:25 0:16:56 0:24:00 0:27:54
3F6 4119177 PF1 0:00:20 0:20:07 0:22:54 0:25:14
INY = tiempo de inyeccion (inicio)
IND = tiempo de induccion
DESP= tiempo hasta el despertar
ESTER = tiempo de postura esternal
ERGUIRSE = tiempo para erguirse (cuatro patas)
Formato = HH:MM:SS
Se inyect6 cada articulo de prueba durante aproximadamente 30 segundos.
Registro de anestesia individual
Dia 2
TONO MANDIBULAR
ag;ﬁg{f’é‘ge NGmero USDA | Articulo de prueba | INY a AUSENCIA | INY a PRESENCIA | Duracién
M1 3643590 PF1 0:00:57 0:18:59 0:18:02
1F2 4220196 PF1 0:02:39 0:04:46 0:02:07
3M5 3645771 Propoflo 0:01:15 0:05:30 0:04:15
3F6 4119177 Propoflo 0:00:56 0:06:54 0:05:58
PALPEBRAL
ag:ﬁg{f’é‘ge Namero USDA | Articulo de prueba | INY a AUSENCIA | INY a PRESENCIA | Duracion
2M3 3771687 Propoflo 0:00:43 0:06:24 0:05:41
2F4 4121538 Propoflo 0:01:35 0:05:05 0:03:30
3M5 3645771 PF1 0:01:57 0:09:30 0:07:33
3F6 4119177 PF1 0:01:37 0:15:37 0:14:00
FLEXOR
amﬁg{f’é‘gca Namero USDA | Articulo de prueba | INY a AUSENCIA | INY a PRESENCIA | Duracion
2M3 3771687 Propoflo 0:00:58 0:06:24 0:05:26
2F4 4121538 Propoflo 0:00:45 0:05:05 0:04:20
3M5 3645771 PF1 0:00:50 0:09:20 0:08:30
3F6 4119177 PF1 0:00:40 0:16:00 0:15:20
INY = tiempo de inyeccion (inicio)
AUSENCIA = pérdida de reflejo
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PRESENCIA = recuperacion del reflejo tras la pérdida

Formato = HH:MM:SS

Se inyect6 cada articulo de prueba durante aproximadamente 30 segundos.

Registro de anestesia individual

Dia 3
Pz;ifiigr(l)arll:.o Namero Articulo de INY a IND a DESP a ESTER a
CBG USDA prueba IND DESP ESTER ERGUIRSE
1M1 3643590 Propoflo 0:00:24 0:13:42 0:00:13 0:00:24
1F2 4220196 Propoflo 0:00:29 0:08:41 0:01:00 0:00:19
2M3 3771687 PF1 0:00:22 0:16:01 0:06:45 0:00:31
2F4 4121538 PF1 0:00:42 0:13:00 0:05:56 0:00:22
P;enfiirj]?arl‘:'o NGmero Articulo de INY a IND a DESP a ESTER a
CBG USDA prueba IND DESP ESTER ERGUIRSE
M1 3643590 Propoflo 0:00:24 0:14:06 0:14:19 0:14:43
1F2 4220196 Propoflo 0:00:29 0:09:10 0:10:10 0:10:29
2M3 3771687 PF1 0:00:22 0:16:23 0:23:08 0:23:39
2F4 4121538 PF1 0:00:42 0:13:42 0:19:38 0:20:00
INY = tiempo de inyeccion (inicio)
IND = tiempo de induccion
DESP = tiempo hasta el despertar
ESTER = tiempo de postura esternal
ERGUIRSE = tiempo para erguirse (cuatro patas)
Formato = HH:MM:SS

Se inyect6 cada articulo de prueba durante aproximadamente 30 segundos.

Registro de anestesia individual

Dia 3
TONO MANDIBULAR
ag:ﬁg{f’é‘gca NUmero USDA | Articulo de prueba | INY a AUSENCIA | INY a PRESENCIA | Duracién
1M1 3643590 Propoflo 0:01:06 0:12:45 0:11:39
1F2 4220196 Propoflo 0:01:30 0:07:07 0:05:37
2M3 3771687 PF1 0:00:44 0:14:15 0:13:31
2F4 4121538 PF1 0:02:26 0:13:02 0:10:36
PALPEBRAL
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aﬁ{ﬁg{Oé‘BG NGmero USDA | Articulo de prueba | INY a AUSENCIA | INY a PRESENCIA | Duracion
1M1 3643590 Propoflo 0:00:45 0:16:25 0:15:40
1F2 4220196 Propoflo 0:01:15 0:07:07 0:05:52
2M3 3771687 PF1 0:00:44 0:13:00 0:12:16
2F4 4121538 PF1 0:01:20 0:09:05 0:07:45
FLEXOR
ar'::ﬁz{f’é‘;G NGmero USDA | Articulo de prueba | INY a AUSENCIA | INY a PRESENCIA | Duracion
1M1 3643590 Propoflo 0:00:53 0:09:54 0:09:01
1F2= 4220196 Propoflo * * *
2M3 3771687 PF1 0:00:44 0:13:15 0:12:31
2F4 4121538 PF1 0:01:18 0:09:50 0:08:32
*E| reflejo flexor siguié siendo positivo en todo el episodio
INY = tiempo de inyeccion (inicio)
IND = tiempo de induccion
DESP = tiempo hasta el despertar
ESTER = tiempo de postura esternal
ERGUIRSE = tiempo para erguirse (cuatro patas)
Formato = HH:MM:SS

Ejemplo 20. Se prepar6 en primer lugar una fase cubica inversa que contenia el anestésico propofol
mezclando 1,496 gramos de propofol (Albemarle Corporation, Baton Rouge, LA) 1,346 g de vitamina E (Aldrich
Chemical Company, Milwaukee, WI), 3,902 g de agua estéril (Abbott Laboratories, Chicago, IL) y 8,255 g de Pluronic
L122 (Ethox Chemicals, Greenville, SC). Después de mezclar meticulosamente esta composicién, se comprobé que el
material fuera Opticamente isotrépico y de alta viscosidad. A continuacion, se disolvieron 0,504 g del tensioactivo
anionico de sal de sodio del acido desoxicélico (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, WI) y 1,500 g de glicina
(Spectrum Chemical Company, Gardena, CA) en 88 ml de agua. Después, se afadieron 10,101 g de la fase clbica a un
vaso de precipitados de 250 ml que contenia la disolucion de tensioactivo y se dispersé usando un homogeneizador
(Brinkmann Polytron PT 3000) a 29k rpm durante 20 minutos. Se ajusto el pH de la mezcla a 7,40 mediante la adicion
de 5 gotas de pipeta de acido clorhidrico 1 M (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO). Se inyect6 la dispersién en
viales estériles usando una aguja de calibre 27 unida a un filtro de jeringa de PVDF de 0,22 um (Millipore, Irlanda). Se
burbujed cada vial con nitrégeno durante 5 minutos para eliminar el oxigeno de la dispersion. La observacion en un
microscopio Polyvar de Reichert-Jung funcionando en modo de contraste de interferencia diferencial (DIC) demostro
gue se habia logrado un tamafio de particula del orden de 200 nanémetros. Se analiz6 entonces la dispersion usando
un aparato DELSA 440SX de Beckman Coulter para andlisis de dispersion de luz por electroforesis Doppler, fijado en el
modo de medicion de potencial zeta. Se diluyé 4:1 la dispersion con agua para dispersion con el fin de conseguir que los
niveles del detector estén en la escala. La distribucién de potencial zeta medida resultante, usando cuatro angulos de
medicién, muestra la distribucién centrada alrededor de -34 mV, que es un potencial zeta lo suficientemente intenso
como para producir una dispersién estable. La concentracion de propofol en esta dispersion, denominado a continuacion
Lyotropic PF1(1%), era del 1% o 10 mg/ml.

Se prepard en primer lugar una fase cubica inversa que contenia el anestésico propofol mezclando 2,206
gramos de propofol (Albemarle’ Corporation, Baton Rouge, LA) 1,982 g de vitamina E (Aldrich Chemical Company,
Milwaukee, WI), 5,739 g de agua estéril (Abbott Laboratories, Chicago, IL) y 12,100 g de Pluronic L122 (Ethox
Chemicals, Greenville, SC). Después de mezclar meticulosamente esta composicion, se comprob6 que el material fuera
Opticamente isotropico y de alta viscosidad. Después, se disolvieron 1,003 g del tensioactivo anidnico de sal de sodio
del 4cido desoxicélico (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, WI) y 1,502 g de glicina (Spectrum Chemical Company,
Gardena, CA) en 77,5 ml de agua. Entonces, se afiadieron 19,989 g de la fase cubica al vaso de precipitados de 250 ml
gue contenia la disolucion de tensioactivo y se dispersé usando un homogeneizador (Brinkmann Polytron PT 3000) a
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29k rpm durante 30 minutos. Se ajustd el pH de la mezcla a 7,40 mediante la adicién de 6 gotas de pipeta de acido
clorhidrico 1 M (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO). Se inyect6 la dispersién en viales estériles usando una aguja
de calibre 27 unida a un filtro de jeringa de PVDF de 0,22 um (Millipore, Ireland). Se burbuje6 cada vial con nitrégeno
durante 5 minutos para eliminar el oxigeno de la dispersién. La observacién en un microscopio Polyvar de Reichert-Jung
funcionando en modo de contraste de interferencia diferencial (DIC) demostr6 que se habia logrado un tamafio de
particula del orden de 200 nanémetros. Se analizé entonces la dispersion usando un aparato DELSA 440SX de
Beckman Coulter para andlisis de dispersion de luz por electroforesis Doppler, fijado en el modo de medicion de
potencial zeta. Se diluy6 4:1 la dispersién con agua para dispersién con el fin de conseguir que los niveles del detector
estén en la escala. La distribucion de potencial zeta medida resultante, usando cuatro angulos de medicién, muestra la
distribucién centrada alrededor de -32 mV, que es un potencial zeta lo suficientemente intenso como para producir una
dispersion estable. La concentracion de propofol en esta dispersion, denominado a continuacion Lyotropic PF1(2%), era
del 2% 6 20 mg/ml.

Se les dosificaron a perros las dos formulaciones anteriores, y se encontré que cada una funcionaba tan bien
como o mejor que, y manera similar a, una formulaciéon de propofol basada en emulsion, comercializada actualmente,
Propoflo® (Abbot Labs).

En 3 dias consecutivos, se dosificd a seis perros Beagle (de aproximadamente 1,5-3,5 afios de edad)
Propoflo® (una formulacion de propofol disponible comercialmente) o Lyotropic PF1 (1%) o Lyotropic PF1 (2%) en un
disefio cruzado aleatorizado de 3 vias. Los perros estuvieron en un programa de alimentacidn controlada, recibiendo
aproximadamente 500 gramos de dieta canina certificada (5507) durante aproximadamente 7 dias antes de la iniciacion
de la dosificacién. Se ocult6 la comida durante la noche antes de cada sesién de dosificacion. Se pensé que los niveles
de contaminantes que se sabia que estaban presentes en el pienso y el agua no podrian interferir en este estudio. Se
aclimataron los animales usados en este estudio a las condiciones de laboratorio durante al menos 14 dias antes de la
iniciacion de la fase con animales. Se seleccionaron seis perros (3 machos y 3 hembras) basandose en el aspecto
general.

Se almacenaron los articulos de prueba de dispersion de fase cubica (“LyoCell®”) de la presente invencién a
aproximadamente 2-8°C y se protegieron de la luz. Se obtuvo Propoflo® de Abbott Laboratories y se almacend a
temperatura ambiente. Se obtuvieron los pesos corporales justo antes de la administracion de la dosis y se usaron como
base para la dosificacién, y a todos los perros se les dosificod 6,0 mg/ml por cada una de las tres formulaciones. Se
realizaron observaciones clinicas para determinar la mortalidad y el aspecto general al menos dos veces al dia tras la
administracion de la dosis. Los parametros para la evaluacién incluyeron observaciones tras la dosificacion. Todos los
animales estuvieron constantemente atendidos desde la induccion de anestesia hasta el despertar (es decir, erguirse
sobre las cuatro patas). Se registraron para cada perro la duracion de tiempo desde la inyeccion (de inicio a fin;
aproximadamente 30 segundos) hasta la induccién, despertar, postura esternal y para erguirse sobre las cuatro patas.
Los animales se monitorizaron de manera continua para evaluar el nivel de anestesia usando el tono mandibular, los
reflejos palpebral y flexor. No se produjo mortalidad durante los periodos de dosificacion o tras la dosificacion. Las
alteraciones o caracteristicas de respiracion relevantes incluyeron la aparicién de respiracién irregular, apnea, disnea y
regurgitacion leve (s6lo en 1 perro). Se produjo induccion de anestesia en el plazo de 1 minuto después del inicio de la
inyeccion y podria describirse como una induccion sin complicaciones los perros a los que se les inyectaron las
preparaciones de fase cubica se comportaron de manera similar (es decir, caracteristicas de respiracion,
acontecimientos reflejos y observaciones tras la dosificacion) a aquellos a los que se les inyectd la preparacion
Propoflo® disponible comercialmente.

Caracteristicas de respiracion individual tras la dosis

. Ndmero Articulo de Frecuencia cardiaca después . S
Dia USDA prueba de la dosis (Ipm) Caracteristicas de respiracion

1 4365500 PF1 (1%) 90 Periodo inicial de respiracion superficial
répida; luego patron de respiracion
regular.

1 4175654 PF1 (1%) 96 Patrén de respiracion regular.

1 4169859 PF1 (2%) 108 Patron de respiracion regular.
Regurgitacion a los 30 s tras la dosis, a
los 35 min. 45 s, y 1:17:00 tras la dosis.

1 4372646 PF1 (2%) 72 Periodo inicial de apnea, luego patrén
de respiracion regular.

2 4365500 Propoflo® 90 Patrdn de respiracion regular.

2 4175654 Propoflo® 96 Patron de respiracion regular.
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4361270

4360206

4365500

4175654

4169859
4372646

4361270

4360206
4361270

4360206

Registro de anestesia

Namero de animal
1M1
1F4
2M2
2F5
3M3
3F6

Namero de animal
1M1
1F4
2M2
2F5

PF1 (1%)

PF1 (1%)

PF1 (2%)

PF1 (2%)

PF1 (2%)

PF1 (2%)

Propoflo®
Propoflo®
PF1 (1%)

PF1 (1%)
Propoflo®

Propoflo®

Numero USDA
4365500
4175654
4169859
4372646
4361270
4360206

Numero USDA
4365500
4175654
4169859
4372646
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102

66

96

78

102

78

90
72

66

84
78

72

Propoflo®
Articulo de prueba
Propoflo® Propoflo®
Propoflo® Propoflo®
Propoflo®
PROMEDIO

DESV. EST.

PF1 (1%)
Articulo de prueba
PF1 (1%)
PF1 (1%)
PF1 (1%)
PF1 (1%)

50

Periodo inicial de respiracion superficial
rdpida; luego patrén de respiracion
regular.

Periodo inicial de respiracion superficial
rapida; luego patron de respiracion
regular.
Periodo inicial de respiracion superficial
réapida; luego patron de respiracion
regular.
Periodo inicial de respiracion superficial
rapida; luego patrén de respiracion
regular.

Periodo inicial de apnea, luego patrén
de respiracion regular.

Periodo inicial de respiracion superficial
rapida; luego patron de respiracion
regular.

Patrén de respiracién regular.

Patrén de respiracién regular.

Periodo inicial de apnea, luego
respiracion superficial rapida, luego
patrén de respiracion regular.

Patron de respiracién regular.

Patrén de respiracion regular.

Patrén de respiracion regular.

INY a IND INY a DESP
0:00:33 0:08:09
0:00:25 0:06:58
0:00:32 0:20:49
0:00:24 0:15:43
0:00:25 0:13:22
0:00:24 0:08:05
0:00:27 0:12:11
0:00:04 0:05:27

INY a IND INY a DESP
0:00:33 0:22:30
0:00:30 0:19:01
0:00:30 0:17:00
0:00:27 0:18:01
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3M3 4361270 PF1 (1%) 0:00:25 0:19:23
3F6 4360206 PF1 (1%) 0:00:37 0:18:38
PROMEDIO 0:00:30 0:19:05
DESV. EST. 0:00:04 0:01:52

PF1 (2%)

Nimero de animal Nimero USDA Articulo de prueba INY a IND INY a DESP
2M2 4169859 PF1 (2%) 0:00:44 0:34:19
2F5 4372646 PF1 (2%) 0:00:26 0:33:50
3M3 4361270 PF1 (2%) 0:00:40 0:20:39
3F6 4360206 PF1 (2%) 0:00:35 0:29:12
1M1 4365500 PF1 (2%) 0:00:34 0:09:22
1F4 4175654 PF1 (2%) 0:00:26 0:17:06

PROMEDIO 0:00:34 0:24:05
DESV. EST. 0:00:07 0:10:02

Resumen del registro de anestesia
Propoflo® PF1(1%) PF1 (2%)
INY a IND 0:00:27 0:00:30 0:00:34

INY aDESP 0:12:11 0:19:05 0:24:05

INY = tiempo de inyeccion (inicio)
IND = tiempo de induccién
DESP = tiempo hasta el despertar

Formato = HH:MM:SS

Se inyect6 cada articulo de prueba durante aproximadamente 30 segundos.

Ejemplo 21. El siguiente ejemplo describe una dispersion liquido-cristalina de carga estabilizada que contiene
el farmaco anestésico local bupivacaina. Trabajando en una campana de flujo laminar, se disolvieron 0,900 gramos del
anestésico local bupivacaina, en su forma de base libre, en 3,64 g de alfa-tocoferol (Aldrich Chemical Company,
Milwaukee, WI) calentando hasta 55°C. Tras la disolucion, se afiadieron 1,820 g de agua estéril (Abbott Laboratories,
Chicago, IL) y 3,640 g de Pluronic P123 (BASF Corporation, Mt. Olive, NJ) a la vitamina E. Se mezclaron los
componentes para formar una fase cubica inversa que fuera opticamente isotropica y de alta viscosidad. A continuacion,
se disolvieron 0,402 g de desoxicolato de sodio (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, WI) se disolvieron en 39,6 ml
de agua estéril. Se dispersé una cantidad de 8,048 g de fase cubica en la disolucién de desoxicolato de sodio, usando
en primer lugar el homogeneizador (Brinkmann Polytron PT 3000) a 29k rpm durante 1 minuto, usando entonces el
microfluidizador (Micofluidics modelo M110L) a aproximadamente 15.000 psi durante cinco ejecuciones de 1,5 minutos.
La dispersion, denominada “Lyotropic/FAC,” se inyectd en viales estériles usando una aguja de calibre 27 unida a un
filtro de jeringa de PVDF de 0,45 um (Millipore, Ireland).

Se analiz6 Lyotropic/F4C usando un analizador de tamafio de particula submicrométrico N4 PLUS de Beckman
Coulter. Se diluyé una gota de la dispersion con agua hasta que se obtuvo un nivel de intensidad de medicion
adecuado. La figura 15 ilustra los resultados de un analisis de tamafio de particula con un tiempo de equilibracion de
cinco minutos y un tiempo de ejecucion de tres minutos. Todas las particulas de la dispersion son menores que 400 nm.
Ademas, se analiz6 Lyotropic/FAC usando un aparato DELSA 440SX de Beckman Coulter para andlisis de dispersion de
luz por electroforesis Doppler, fijado en modo de medicion de potencial zeta. La figura 16 muestra la distribucién de
potencial zeta medida, usando cuatro angulos de medicion. En los cuatro angulos, la distribucién esta centrada en -31
mV, que es un potencial zeta lo suficientemente intenso como para producir una dispersion estable.
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Se sometié a prueba la formulacién anterior en el modelo de “retirada de la pata” en rata para determinar la
duracion de la analgesia. Se estudiaron ratas Spraque-Dawley macho, que pesaban 400-450 g, en dos niveles de dosis:
1,0 mg/kg y 3,0 mg/kg. Se alojaron todas las ratas en condiciones habituales de acuerdo con las directrices AALAC, con
acceso a comida y agua a voluntad. Se ocult6 la comida, seis horas antes de la evaluacion.

PROCEDIMIENTOS: Se anestesié brevemente cada rata mediante exposicion al agente por inhalacién
halotano con el fin de facilitar el manejo del animal y asegurar la inyeccion precisa de los agentes de control y prueba.
Una vez inconsciente, se realiz6 una pequefia incisién en la zona de la fosa poplitea de la extremidad posterior. Se
obtuvo la exposicidn del nervio ciatico con retraccion minima. Utilizando una jeringa y aguja de tamafio apropiado, se
inyectd o bien la formulaciéon de bupivacaina-LyoCell® o bien el clorhidrato de bupivacaina patrén al perineurio del
nervio ciatico. Se cerré entonces la incision con una grapa quirdrgica de tamafio apropiado.

Se determiné el bloqueo del anestésico local para la nocicepcion térmica mediante la exposiciéon de la pata
trasera de la extremidad posterior tratada a la superficie calentada de un aparato de prueba plantar térmica. Se
mantuvieron las temperaturas de superficie en un intervalo de desde 50 hasta 54°C. Se registrd6 mediante un cronémetro
digital el periodo de latencia para presentar la retirada de la superficie calentada. Se encontr6 que el periodo de latencia
inicial era de aproximadamente 1 a 3 segundos en patas traseras no anestesiadas. En un intento de minimizar la lesion
térmica en la pata trasera, se limit6 la exposicion al aparato de prueba plantar térmica a 12 segundos. Los periodos de
latencia que superaron los 6 segundos se consideraron indicativos de analgesia frente a la prueba térmica.

Se sometid a prueba a seis ratas para determinar la retirada de latencia de la extremidad posterior tratada
después de 30 minutos y 60 minutos, y entonces cada hora durante unas cinco horas adicionales. A una dosis de 1
mg/kg de dosis de la formulaciéon de fase cubica, el efecto de bloqueo sensorial dur6 méas de 5 horas, para 4 de las 6
ratas sometidas a prueba y mas de 6 horas para dos de las seis ratas sometidas a prueba. Esta formulacion mostro por
tanto un aumento de la duracién en comparacién con la misma dosis de la formulacion de disolucién acuosa
comercializada actualmente.

Ejemplo 22. Este ejemplo demuestra la estabilidad fisica a largo plazo de dispersiones de la presente
invencién. Se prepar6 en primer lugar una fase cubica mezclando 5,7176 gramos de propofol, 7,8170 gramos de agua y
16,5300 gramos del tensioactivo de poloxamero Ethox L-122 en un tubo de ensayo de 50 ml y se agitdé con una espatula
hasta que estuvo todo en una fase. Se pusieron en un vaso de precipitados de 600 ml 1,0533 gramos de acido
desoxicolico de sodio, 400 ml de agua destilada y 21,0682 gramos de la fase cubica. Esto se homogeneizé con un
homogeneizador Brinkmann PT 10/35 hasta que el material se dispersd. Entonces se microfluidizé esto usando un
aparato M1 10L de Microfluidics durante 10 ejecuciones de 1,5 minutos cada ejecucion. Se inyecté entonces la
dispersién en viales estériles mediante una aguja de calibre 18.

Se realizaron andlisis de pH, tamafio de particula (medido tal como se describe en el presente documento
mediante un aparato de medicion del tamafio de particula Beckmann N4 Plus) y potencial zeta (tal como se describié,
con un analizador DELSA) a intervalos regulares durante un periodo de seis meses. Los datos a los seis meses,
notificados en la tabla a continuacion, indican una excelente estabilidad para la dispersion de particulas.

Prueba Dia0 | 6 meses

pH 8,1 7,9

Tamafio de particula | 132 nm | 135 nm

Potencial zeta 48 mV | -34 mV

Ejemplo 23. Se prepard una fase cubica inversa que contenia el anestésico etomidato disolviendo 0,0200
gramos de etomidato (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) en 0,300 g de vitamina E (Aldrich Chemical Company,
Milwaukee, WI) y afiadiendo 0,190 g de agua destilada y 0,488 g de Pluronic L122 (Ethox Chemicals, Greenville, SC).
Después de mezclar meticulosamente esta composicion, se comprob6 que el material fuera 6pticamente isotropico y de
alta viscosidad. A continuacion, se disolvieron 0,024 g de tensioactivo aniénico docusato de sodio (Aldrich Chemical
Company, Milwaukee, WI) en 5,992 g de agua destilada. Entonces, se afiadieron 0,605 g de la fase cubica al vaso de
precipitados de 50 ml que contenia la disolucidn de tensioactivo y se dispersé usando un homogeneizador (Brinkmann
PT 10/35) a velocidad 10 durante 10 minutos. Se inyecto la dispersion a un vial estéril usando una aguja de calibre 27
unida a un filtro de jeringa de PTFE de 0,20 um (Millipore, Ireland). La observacién en un microscopio Polyvar de
Reichert-Jung funcionando en modo de contraste de interferencia diferencial (DIC) demostré que se habia logrado un
tamafio de particula del orden de 200 nandmetros. Se analizé entonces la dispersion usando un aparato DELSA 440SX
de Beckman Coulter para andlisis de dispersion de luz por electroforesis Doppler, fijado en modo de medicion de
potencial zeta. La distribucion de potencial zeta medida resultante, usando cuatro angulos de medicion, muestra la
distribucién centrada en -48,5 mV, que es un potencial zeta lo suficientemente intenso como para producir una
dispersion estable. La concentracion de etomidato en esta dispersién era del 0,2% 6 2 mg/ml.
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Ejemplo 24. Se preparé una fase cubica inversa que contenia el anestésico alfaxolona (5a-pregnan-3a-ol-
11,20-diona) en primer lugar disolviendo 0,071 gramos de alfaxolona (Steraloids, Inc, Newport, RI) en 0,304 g de
vitamina E (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, WI) y 0,302 g linalool (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, WI).
Tras la disolucién, se afiadieron 0,385 g de agua destilada y 0,961 g de Pluronic L122 (Ethox Chemicals, Greenville,
SC). Después de mezclar meticulosamente esta composicidn, el material era Opticamente isotrépico y de alta
viscosidad. A continuacion, se disolvieron 0,061 g del tensioactivo anionico desoxicolato de sodio (Aldrich Chemical
Company, Milwaukee, WI) y 0,090 g de glicina (Spectrum Chemical, Gardena, CA) en 4,150 g de agua destilada.
Entonces, se afiadieron 1,728 g de la fase cubica al vaso de precipitados de 50 ml que contenia la disolucion de
tensioactivo y se dispers6 usando un homogeneizador (Brinkmann PT 10/35) a velocidad 10 durante 6 minutos. Se filtro
la dispersion de alfaxolona usando un filtro de jeringa de PVDF de 0,22 um (Millipore, Ireland). La observacion en un
microscopio Polyvar de Reichert-Jung funcionando en modo de contraste de interferencia diferencial (DIC) demostré
gue se habia logrado un tamafio de particula del orden de 200-300 nanémetros. La concentracion de alfaxolona en esta
dispersion era del 1% 6 10 mg/ml.

Se analizé la dispersion de alfaxolona usando un analizador de tamafio de particula submicrométrico N4 PLUS
de Beckman Coulter. Se diluyé una gota de la dispersion con agua hasta que se obtuvo un nivel de intensidad de
medicion adecuado. Tras un tiempo de ejecucién de cinco minutos, este instrumento indicoé que todas las particulas en
la dispersion eran menores que 300 nm, de acuerdo por completo con los resultados de la microscopia optica de
contraste de interferencia diferencial. Se analizé entonces la dispersion de alfaxolona usando un aparato DELSA 440SX
de Beckman Coulter para andlisis de dispersion de luz por electroforesis Doppler, fijado en modo de medicion de
potencial zeta. Se diluyé 1:25 la dispersion con agua para lograr niveles del detector apropiados. La distribucién de
potencial zeta resultante, usando cuatro angulos de medicion, muestra la distribucion centrada en -35,5 mV, que es un
potencial zeta lo suficientemente intenso como para producir una dispersion estable. Aproximadamente 6 semanas
después, se analiz6 de nuevo la dispersién de alfaxolona usando un analizador de tamafio de particula submicrométrico
N4 PLUS de Beckman Coulter. PCS indic6 que la mayoria de las particulas en la dispersiéon eran menores que 350 nm.
La observacion en el microscopio DIC revel6 particulas pequefias, uniformes y sin precipitacion de alfaxolona. Se midié
de nuevo el potencial zeta y se encontré que no se distinguia de los datos originales.

Ejemplo 25. Se preparé la dispersion liquido-cristalina que contenia el farmaco anestésico local bupivacaina
del ejemplo 21 (“FAC”). Se sometié a prueba la formulacién en ratas Sprague-Dawley macho, que pesaban 210-260 g,
en el modelo de “retirada de la pata” en rata del ejemplo 3 a un nivel de dosis, 1,0 mg/kg, como era la disolucién de
clorhidrato de bupivacaina patron (Marcaine® comercializada por Astra-Zeneca). Con el fin de evitar cualquier sesgo por
el traumatismo térmico, se evaluaron los grupos de prueba en dos segmentos:

Segmento 1. Se sometieron a prueba seis ratas para determinar la retirada de latencia de la extremidad
posterior tratada ¢ hora durante seis horas.

Segmento 2. Si cualquier animal(es) en el segmento 1 presentd analgesia continuada frente a la prueba
térmica a las 6 horas, se inyect6 a un segundo grupo de seis ratas y se evalu6 cada hora sobre el aparato de prueba
plantar térmica a las 16, 17 y 18 horas tras la administracion. Se sometié a seguimiento a todas las ratas hasta la
normalizacion de los periodos de latencia para asegurarse de que la lesién nerviosa inducida térmicamente no era un
factor en periodos de latencia prolongados.

Los resultados resumen se exponen en las tres tablas en la tabla conjunta 1. En cada tiempo de medicion , el
grupo al que se le administré FAC contenia igual o mas animales que presentaban bloqueo nervioso que el grupo al que
se le administré la disolucién patron. Comenzando a las 4 horas tras la administracion, el nUmero de animales en el
grupo de disolucion patréon que experimentaron bloqueo disminuyd significativamente, mientras que todos los animales
en el grupo de F4C permanecieron con bloqueo. Este también fue el caso a las 5 horas tras la administracion. A las 16
horas tras la administracion, experimentaron bloqueo por lo menos la mitad de los animales del grupo de FAC, y a las 18
horas experimentaron bloqueo 2 de 6 animales en el grupo de FAC. Debido a la intensa disminucion de animales con
bloqueo en el grupo de disolucién de clorhidrato de bupivacaina patrén (s6lo de 1 a 6 horas tras la administracion), no
se sometieron a prueba los animales en este grupo a de 16 a 18 horas. La duracion relativa en este ejemplo era de
aproximadamente [16 h]/[4 h] x 100% = 400%, y la dosis relativa del 100%, haciendo el factor de amplificacion de
aproximadamente 4,0.

Tabla conjunta 1
RESUMEN: NUMERO DE BLOQUEOS
1h 2h 3h 4h 5h 6h 16h 17h 18h
FaC 6 6 6 6 6 3 3 1 2

Marcaine 6 6 4 3 3 1 NP NP NP
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RESUMEN: PUNTUACIONES TOTALES (en segundos)
l1h 2h 3h 4h 5h 6h 16h 17h 18h
F4C 71 71 66 72 65 49 43 31 33

Marcaine 69 66 51 44 40 31 NP NP NP

RESUMEN: PUNTUACIONES PROMEDIO

1h 2h 3h 4h 5h 6h 16 h 17h 18 h
F4C 11,38 11,83 11,00 12,00 10,83 8,17 7,17 517 5,50
Marcaine 11,50 11,00 8,50 7,33 6,67 517 NP NP NP

NP = no sometido a prueba

Ejemplo 26. Se prepar6 la dispersion liquido-cristalina que contenia el farmaco anestésico local bupivacaina
del ejemplo 21 (“FAC”). Se sometié a prueba la formulacion en ratas Sprague-Dawley macho, que pesaban 200-275 g,
en el modelo de “retirada de la pata” en rata del ejemplo 3 en tres niveles de dosis, 1,0 mg/kg, 0,67 mg/kg y 0,33 mg/kg,
sometiéndose a prueba seis ratas por cada formulacién para cada dosis. La disolucion de clorhidrato de bupivacaina
patron (Marcaine®) también se sometié a prueba en los mismos tres niveles de dosis. Se suministraron los articulos de
prueba a una concentracién del 1,5% de agente activo, y se diluyd segun se requirié con agua estéril para inyeccion
para administrar las dosis de 0,67 mg/kg y 0,33 mg/kg. Se suministré la bupivacaina patrén a una concentracion del
0,75%, y se diluyé segun se requiri6 con agua estéril para inyeccion para administrar la dosis de 0,33 mg/kg. Se
sometieron a prueba las ratas para determinar la latencia de retirada de la pata a las dos horas tras la administracion, y
entonces comenzando las cuatro horas tras la administracion cada hora hasta ocho horas tras la administracion.

Los resultados resumen se exponen en las tres tablas en la tabla conjunta 2. A las ocho horas tras la
administracion, mas de la mitad de los animales a los que se les administr6 F4C, en los tres niveles de dosis,
experimentaron un efecto de bloqueo sensorial, mientras que ninguno de los animales a los que se les administré la
disolucion de clorhidrato de bupivacaina patron lo hizo (tabla 1). De hecho, ninguno de los animales a los que se les
administré la disolucion patron experimenté bloqueo a las 5 horas o después. Esta diferencia de efecto entre la
formulacion F4C y la disolucion de clorhidrato de bupivacaina patron a lo largo de los grupos de dosis también se
manifiesta en las puntuaciones totales (en segundos) (tabla 2) y la puntuacién promedio (tabla 3): todos los animales a
los que se les administré6 FAC experimentaron blogqueo con una duracién considerablemente més larga que aquellos a
los que se les administré la disolucién patron a cualquiera de las dosis administradas. Por tanto, los animales a los que
se les administré FAC a 0,33 mg/kg mostraron un bloqueo mas largo y considerablemente mayor que los animales a los
gue se les administrd la disolucién patrén, incluso a tres veces la dosis. Ademas, entre los animales a los que se les
administré FAC, los dos grupos de menor nivel de dosis mostraron un efecto de bloqueo sensorial importante. Ellos
también mostraron puntuaciones totales y puntuaciones promedio similares, si acaso algo menores, en comparacion
con el grupo de dosis de 1,0 mg/kg, particularmente en comparacién con los animales a los que se les administro
disolucion de clorhidrato de bupivacaina patrén. El grupo al que se le administré FAC a la menor dosis de prueba, 0,33
mg/kg, mostraron el mismo nimero de animales con bloqueo que el grupo al que se le administré dos veces la dosis
(0,67 mg/kg), y mostraron incluso puntuaciones totales y puntuaciones promedio mayores que el grupo de 0,67 mg/kg.
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Tabla conjunta 2

RESUMEN: NUMERO DE BLOQUEOS
2h 4h 5h 6h 7h
F4C 0,33
F4C 0,67

6

6
F4C 1,0 6
Marcaine 0,33 4
6

o O o o o
o o o »~ O

Marcaine 0,67

g w o o o o
o O o o » o,
o ©o o o » b o

Marcaine 1,0 6 0 0
RESUMEN: PUNTUACIONES TOTALES (en segundos)

2h 4h 5h 6h 7h 8h

FAC 0,33 69 66 65 61 57 53
F4C 0,67 70 61 56 49 46 46
F4C 1,0 70 69 66 64 61 59
Marcaine 0,33 46 24 0 0 0 0
Marcaine 0,67 69 37 25 0 0 0
Marcaine 1,0 61 48 30 24 0 0

RESUMEN: PUNTUACIONES PROMEDIO
2h 4h 5h 6 h 7h 8h

F4AC 0,33 11,50 11,00 10,83 10,17 9,50 8,83
F4C 0,67 11,67 10,17 9,33 8,17 7,67 7,67
F4C 1,0 11,67 11,50 11,00 10,67 10,17 9,83
Marcaine 0,33 7,67 4,00 O 0 0 0
Marcaine 0,67 11,50 6,17 4,17 O 0 0
Marcaine 1,0 10,17 8,00 500 4,00 O 0

Ejemplo 27. Se encontré que el tensioactivo Pluronic 123, combinado con agua y varios hidr6fobos no
parafinicos, formaban fases cubicas inversas en composiciones especificas. Las composiciones encontradas incluyeron
las siguientes composiciones de fases cubicas inversas:

Pluronic 123 (47,8%) / aceite de naranja (26,1%) / agua (26,1%);
Pluronic 123 (45,7%) / isoeugenol (21,7) / agua (32,6%); y
Pluronic 123 (47,8%) / aceite de limén (26,1%) / agua (26,1%).

Ademas, estas fases cubicas pueden solubilizar farmacos de baja solubilidad. Se prepar6 bupivacaina como
base libre (solubilidad en agua inferior al 0,1% en peso) disolviendo 1,00 g de clorhidrato de bupivacaina en 24 ml de
agua. Se afadi6é una cantidad equimolar de NaOH 1 N para precipitar bupivacaina como base libre, que se liofilizé
entonces. Se combinaron en un tubo de ensayo de vidrio, 0,280 g bupivacaina como base libre, 0,685 g agua y 0,679 g
linalool y se sonicaron para descomponer las particulas de bupivacaina. Entonces se afiadieron 0,746 g del tensioactivo
Pluronic P 123 (poloxamero 403). Se agité y calentd la muestra para disolver el farmaco cristalino. Se centrifugé la
muestra durante quince minutos. La muestra habia formado una fase transparente, altamente viscosa que era
Opticamente isotropica en microscopia de polarizacion.

Se prepard también una segunda muestra usando el mismo cristal liquido, entonces formulandola en
microparticulas recubiertas con triptofanato de zinc. Estas microparticulas cargadas de bupivacaina son adecuadas para
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inyeccion subcutanea, como una formulaciéon de liberacion lenta del anestésico local con el propésito de prolongar la
accion farmacolégica y bajar su perfil de toxicidad.

Se examinaron entonces estas dos muestras por dispersion de rayos X de angulo pequefio. Se recopilaron los
datos en una linea de rayos X de angulo pequefio con radiacién de cobre, espejos de Frank, una cAmara de muestra y
trayectoria de vuelo evacuada, un detector de area de multiples hilos Bruker, y una distancia de muestra a detector de
58 cm (intervalo de espaciado d de 172 a 15 angstroms). Puesto que el mayor espaciado d observado en esta muestra
estaba cerca al limite de deteccion con esta camara, se ejecutdé también en una linea de rayos X de angulo pequefio 2D
de 6 metros con radiacién de cobre, éptica multicapa Osmic, colimaciéon con agujero puntual, una camara de muestra
llena de helio de trayectoria de vuelo evacuada y un detector de area de hilos multiples Bruker y una distancia de
muestra a detector de 328 cm. A 328 cm, el detector tiene un intervalo de 90 a 700 angstroms. Se cargé el primer
material en un capilar de rayos X de d.i. de 1,5 mm de Charles Supper Corp. La muestra se ejecuté a 18°C. Las
imagenes bidimensionales desde la distancia de 58 cm se integraron con un tamafio de escal6n de 0,02 grados dos-
theta. Se integraron datos desde la linea de 6 metros con un tamafio de escalén de 0,002 grados dos-theta y esas
representaciones graficas se superpusieron con las ejecuciones en la distancia mas corta, y se obtuvo una excelente
concordancia entre las posiciones de pico registradas con las dos camaras.

Se uso el programa de software de andlisis de picos de rayos X JADE, de Materials Data Analysis, Inc., para
analizar los datos resultantes para determinar la presencia y posicion de los picos. Dentro de ese programa, se aplicé la
opcién “ajuste de centroide”.

Los datos de SAXS muestran picos Bragg determinados por JADE en las posiciones 154,6, 80,6, 61,6 y 46,3
angstroms. Estos picos se indexan para una estructura de fase clbica del grupo espacial de fase clbica observado
comunmente de Pn3m (ver Pelle Strom y D. M. Anderson, Langmuir, 1992, vol. 8, pag. 691 para una discusion detallada
de las estructuras de fase cubica observadas mas cominmente y sus patrones de SAXs). Estos cuatro picos de hecho
se indexan como los picos (110), (211), (222) y (420) de este grupo espacial (n.° 229), con un parametro de red de 210
angstroms. La segunda muestra presenta un pico, a 104,6 angstroms, que parece indexarse como el pico (200) de la
misma red. La segunda muestra también presenta tres picos con espaciados d menores que 25 angstroms que se
deben claramente a la cubierta de triptofanato de zinc cristalina.

El isoeugenol es un componente mayoritario del aceite de ilang-ilang y de otros aceites esenciales, y ha sido el
centro de varios estudios de toxicidad demostrando su baja toxicidad. El linalool es un componente mayoritario del
aceite de cilantro asi como también de otros aceites esenciales tales como aceites de naranja y canela, y se considera
no parafinico segun la definicion facilitada anteriormente porque la longitud maxima de cadena hidrocarbonada saturada
es de sélo 5; la naturaleza no parafinica de este compuesto se pone de relieve por la presencia de no sélo enlaces
insaturados sino ademas ramificacion, carbonos terciarios y un grupo hidroxilo. El linalool ha sido también el objeto de
estudios intensivos sobre toxicidad que muestran casi universalmente baja toxicidad y mutagenicidad, y en particular se
notificd que la DL50 para inyeccion subcutanea en ratones era de 1,470 mg/kg. Ver el informe NIEHS preparado por
Technical Resources International, Inc. con el n.° de contrato NO2-CB-50511, junio de 1997, revisado en sept. de 1997.

Los Pluronic (también denominados poloxameros) son una clase abundante de tensioactivos que incluyen
variantes que cubren una amplia gama de pesos moleculares y HLB (equilibrio hidrofilo-hidréfobo). Aquellos con bajos
HLB son de baja solubilidad al agua, especialmente si son de alto PM, y P123 es un ejemplo de un tensioactivo de este
tipo que, no obstante, tiene un grupo PEG suficientemente grande como para formar estructuras de autoasociacion en
una amplia gama de condiciones. Ademas, su PM relativamente alto también fomenta la formacion de fases liquido-
cristalinas (en contraposicion a liquidas), lo que es muy favorable en el presente contexto. También se sabe que los
Pluronic interaccionan fuertemente con biomembranas de modo que mejora la absorcidn celular de farmacos, y de
hecho pueden inhibir determinadas proteinas de flujo de salida, tales como glicoproteina P y otras proteinas MDR que
son responsables de la resistencia a multiples farmacos. La fosfatidilcolina, por ejemplo, no ha demostrado, o ni siquiera
se ha especulado que sepa este autor, que desempefia esta Ultima funcion en la administracion de farmacos. Los
Pluronic como una clase son el objeto de un Drug Master File con la FDA, y un nimero figura en una lista explicitamente
en la lista de Principios Inactivos de 1996 como que estan aprobados para formulaciones inyectables, lo que indica su
baja toxicidad.

Ejemplo 28. Se formulé la fase cubica del ejemplo 1 como microparticulas recubiertas (de acuerdo con la
patente estadounidense 6.482.517 que se incorpora al presente documento como referencia), y mostré en pruebas en
ratas que la formulacién aumenta fuertemente la duraciéon de accién de bupivacaina. Se combind una cantidad de
10,930 g de Pluronic P123 con 2,698 g de bupivacaina como base libre, 10,912 g de linalool y 5,447 g de agua estéril, y
se agito para formar una fase cubica inversa. De esto, se combinaron 24,982 gramos de fase cibica en un matraz con
62,807 g de una disolucién de dietanolamina-N-acetiltriptéfano; esta Ultima se prepar6 mezclando 16,064 g de
dietanolamina, 36,841 g de agua estéril y 22,491 g de N-acetiltriptéfano y se sonicé para combinarse. Se agito6 en primer
lugar la mezcla de fase cubica/dietanolamina-NAT, entonces se homogeneizd, y finalmente se procesdé en un
microfluidizador de Microfluidics hasta un tamafio de particula menor que 300 nm. Mientras que el material aln estaba
en el microfluidizador, se afadieron 47,219 g de una disolucién al 25% en peso de acetato de zinc y 5,377 g de
dietanolamina, y la mezcla total se microfluidizé durante 20 ejecuciones de 1,5 minutos cada una. Se inyectaron
entonces cinco ml de una mezcla caliente (60°C) de agua y sorbitano-monopalmitina (6%) durante la microfluidizacién, y
a continuacion 5 ml de una disolucion acuosa de albumina al 14%. Después de microfluidizacion adicional, se dividio la
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dispersion en 42 tubos de centrifuga de 3,5 ml de dispersién cada uno, y se afiadieron aproximadamente 0,14 g de
carbén activado Norit a cada tubo, y se agit6 el tubo durante 15 minutos en un oscilador. Se centrifugé entonces cada
tubo durante 5 minutos en una centrifuga de mesa a 6000 rpm. Se prefiltr6 entonces la dispersion, se filtré luego a 0,8
micras usando filtros Millex AA, se puso entonces en una vial sellado y se envié a una instalacion para pruebas con
animales.

Se sometid a prueba la formulacion en ratas Spraque-Dawley macho, que pesaban 220-250 g. Se mantuvieron
los animales en condiciones habituales, con acceso a comida y agua a voluntad. Se les anestesié brevemente con
halotano para facilitar la inyeccion. Entonces se sometié a prueba el bloqueo del nervio ciatico realizando en primer
lugar una pequefia incision en el espacio de la fosa poplitea sobre la region del nervio ciatico; se visualizé entonces el
nervio ciatico, se identificé y se inyecté entonces el agente de prueba o control Marcaine en la vaina del nervio ciatico y
se cerrd quirrgicamente la incision. Se determiné el bloqueo de la nocicepcién térmica poniendo la rata sobre la
superficie de vidrio de un aparato de prueba plantar térmica (modelo 336, IITC Inc.), con la superficie mantenida a 30°C.
Se enfocé una fuente de calor radiante movil debajo del vidrio sobre la pata trasera de la rata, y se registro la latencia de
retirada de la pata mediante un cronémetro digital. Se encontr6 que la latencia inicial era de 10 segundos. Se
sometieron a prueba las ratas para determinar la latencia a los 30 minutos y cada hora después de eso.

Se encontrd que el efecto de bloqueo sensorial con el patron bupivacaina HCI al 0,5%, a una dosis de 3 mg/kg,
era de 4-5 horas, en completa concordancia con la duracion bien conocida de bloqueo nervioso de Marcaine®. Por el
contrario, a la misma dosis de 3 mg/kg de la formulacién de fase cubica, el efecto de bloqueo sensorial durd
aproximadamente 22-26 horas. Ademas, el propio tiempo de latencia aumenté enormemente en el caso de la fase
cubica con relacién al caso de la disolucién, indicando un profundo blogueo del dolor. La eficacia del farmaco, por tanto,
no sélo no se vio disminuida sino que en realidad mejoré mediante esta formulacion. Se observa que mientras que esta
dosis de 3 mg/kg no era supertéxica y en efecto, no hubo muertes o tampoco secuelas graves, tampoco era subtoxica
segun la definicién anterior; es decir, con respecto a esta Ultima, ésta no seria una dosis que se encontraria dentro del
intervalo recomendado de uso rutinario. La duracion relativa en este ejemplo era de aproximadamente el 600% y la
dosis relativa (basada en la dosis terapéutica convencional de 1 mg/kg) era del 300%, haciendo el factor de
amplificacion de aproximadamente 2,0.

Ejemplo 29. Se combiné una cantidad de 15,027 g de Pluronic P123 con 2,703 g de bupivacaina como base
libre, 10,972 g de toceferol (vitamina E) y 5,464 g de agua estéril, y se agitdé para formar una fase cubica inversa. De
esto, se combinaron 25,018 gramos de fase cubica en un matraz con 62,872 g de una disolucion de dietanolamina-N-
acetiltriptéfano; esta ultima se prepardé mezclando 16,037 g de dietanolamina, 36,838 g de agua estéril y 22,5031 g de
N-acetiltriptéfano y se sonicé para combinarse. Se agité en primer lugar la mezcla de fase cubica/dietanolamina-NAT,
entonces se homogeneizé y finalmente se procesé en un microfluidizador de Microfluidics hasta un tamafio de particula
menor que 300 nm. Mientras que el material aun estaba en el microfluidizador, se afiadieron 47,279 g de una disolucion
de acetato de zinc al 25 % en peso y 5,371 g de dietanolamina, y se microfluidizé la mezcla total durante 21 ejecuciones
de 1,5 minutos cada una. Se inyectaron entonces cinco ml de una mezcla caliente (60°C) de agua y sorbitano-
monopalmitina (6%) durante la microfluidizacién, y a continuacion 5 ml de una disolucién acuosa de albumina al 15%.
Después de microfluidizacion adicional, se dividié la dispersion en tubos de centrifuga de 3,5 ml de dispersién cada uno,
y se afiadieron aproximadamente 0,14 g de carbén activado Norit a cada tubo, y se agit6 el tubo durante 15 minutos en
un oscilador. Se centrifugé entonces cada tubo durante 5 minutos en una centrifuga de mesa a 6000 rpm. Entonces se
prefiltré la dispersion, luego se filtré a 0,8 micras usando filtros Millex AA, se puso entonces en una vial sellada y se
envié a una instalacion para pruebas con animales. A esta formulacion se le dio la referencia “F2V”.

Se sometieron a prueba estas formulaciones en ratas Sprague-Dawley macho en el modelo de “retirada de la
pata” para determinar la duracion de la analgesia. Se estudiaron ratas Sprague-Dawley macho, que pesaban 200-260 g
a un nivel de dosis, 1,0 mg/kg. Se mantuvieron las temperaturas de superficie en un intervalo de desde 50 hasta 54°C.
Se registr6 mediante cronémetro digital el periodo de latencia para presentar retirada de la pata de la superficie
calentada. Se encontré que el periodo de latencia de referencia era de aproximadamente 1 a 3 segundos en patas
traseras no anestesiadas. En un intento de minimizar la lesién térmica de la pata trasera, se limit6 la exposicion maxima
al aparato de pruebas plantares térmicas a 12 segundos. Los periodos de latencia que superaron los 6 segundos se
consideraron indicativos de analgesia frente a la prueba térmica. Cada grupo comprendia seis ratas, y se sometieron a
prueba para determinar la latencia de retirada de la pata de la extremidad posterior tratada cada hora comenzando una
hora tras la administracién y continuando durante seis horas tras la administracién. Con el fin de evitar cualquier sesgo
por el traumatismo térmico, se evaluaron los grupos de prueba en dos segmentos, tal como se describié anteriormente.

Los resultados resumen se exponen en tres tablas en la tabla conjunta 3. En cada tiempo de medicion, todos
los grupos a los que se les administré6 F2V contenian igual o mas animales que mostraban bloqueo nervioso que los
grupos a los que se les administrd la disolucién de clorhidrato de bupivacaina patréon. Comenzando a las 4 horas tras la
administracion, el nimero de animales en el grupo de la disolucion de clorhidrato de bupivacaina patron que
experimentaron bloqueo disminuy6 significativamente, mientras que todos los animales en los grupos de F2V
permanecieron con bloqueo. Este también fue el caso a las 5 horas tras la administracién y continu6 siendo el caso para
el grupo de F2V a las 6 horas tras la administracion. A las 16 horas tras la administracién, experimentaron bloqueo mas
de la mitad del grupo de F2V. A las 17 horas experimentaron bloqueo 5 de los seis animales en el grupo de F2V. Debido
a la intensa disminucion de animales con bloqueo en el grupo de disolucion de clorhidrato de bupivacaina patron (sélo
de 1 a 6 horas tras la administracién), no se sometieron a prueba los animales en este grupo a de 16 a 18 horas. Las
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puntuaciones totales (en segundos) y las puntuaciones promedio para cada grupo son sistematicas, y muestran
puntuaciones significativamente mayores para el grupo de F2V que la disolucién de clorhidrato de bupivacaina patrén a
las cinco horas tras la administracion y después. La duracion relativa en este ejemplo era de aproximadamente [17 h]/[4
h] x 100% = 425%, y la dosis relativa del 100%, haciendo el factor de amplificacion de aproximadamente 4,25.

Tabla conjunta 3

RESUMEN: NUMERO DE BLOQUEOS
1h 2h 3h 4h 5h 6h 16h 17h 18h
F2v 6 6 6

(o]
[e)]
(o))

4 5 1

w
w
I

Marcaine 6 6 4 NP NP NP

RESUMEN: PUNTUACIONES TOTALES (en segundos)
1h 2h 3h 4h 5h 6h 16h 17h 18h
F2v 72 71 68 71 70 64 53 56 37

Marcaine 69 66 51 44 40 31 NP NP NP

RESUMEN: PUNTUACIONES PROMEDIO

1lh 2h 3h 4h 5h 6h 16 h 17h 18 h
F2v 12,00 11,83 11,33 11,83 11,67 10,67 8,83 9,33 6,17
Marcaine 11,50 11,00 8,50 7,33 6,67 517 NP NP NP

NP = no sometido a prueba

Ejemplo 30. Se prepard la dispersion liquido-cristalina de particulas recubiertas que contenia el farmaco
anestésico local bupivacaina del ejemplo 29 (“F2V”). Se sometid a prueba la formulaciéon en ratas Sprague-Dawley
macho, que pesaban 200-275 g, en el modelo de “retirada de la pata” en rata del ejemplo 103 en tres niveles de dosis,
1,0 mg/kg, 0,67 mg/kg y 0,33 mg/kg, sometiéndose a prueba seis ratas para cada formulacion para cada dosis. La
disolucion de clorhidrato de bupivacaina patron (Marcaine®) también se sometid a prueba en los mismos tres niveles de
dosis. Se suministraron los articulos de prueba a una concentracion de agente activo del 1,5%, y se diluyé segun se
requirid6 con agua estéril para inyeccion para administrar las dosis de 0,67 mg/kg y 0,33 mg/kg. Se suministré la
bupivacaina patrén a una concentracion del 0,75%, y se diluyd segln se requirié con agua estéril para inyeccion para
administrar la dosis de 0,33 mg/kg. Se sometieron a prueba las ratas para determinar la latencia de retirada de la pata a
las dos horas tras la administracién, y entonces comenzando a las cuatro horas tras la administracién cada hora durante
siete horas tras la administracion.

Los resultados resumen se exponen en tres tablas en la tabla conjunta 4. A las siete horas tras la
administracion, mas de la mitad de los animales a los que se les administré F2V, en los tres niveles de dosis,
experimentaron un efecto de bloqueo sensorial, mientras ninguno de los animales a los que se les administré disolucion
de clorhidrato de bupivacaina patrén lo hizo (tabla 1). De hecho, ninguno de los animales a los que se les administro
disolucion de clorhidrato de bupivacaina patrén experimentd bloqueo a las 6 horas o después. Esta diferencia en el
efecto entre la formulacion F2V y la disolucion de clorhidrato de bupivacaina patrén a lo largo de los grupos de dosis se
manifiesta también en las puntuaciones totales (en segundos) (tabla 2) y la puntuacién promedio (tabla 3): todos los
animales a los que se les administré F2V experimentaron bloqueo con una duracién significativamente mas prolongada
gue aquellos a los que se les administré la disolucion de clorhidrato de bupivacaina patrén a cualquiera de las dosis
administradas. Por tanto, los animales a los que se les administr6 F2V a 0,33 mg/kg mostraron un bloqueo mas
prolongado y significativamente mayor que los animales a los que se les administr6 la disolucién de clorhidrato de
bupivacaina patron, incluso a tres veces la dosis. Ademas, entre los animales a los que se les administré F2V, los dos
grupos de menor nivel de dosis mostraron un efecto de bloqueo sensorial importante. Ademas mostraron puntuaciones
totales y puntuaciones promedio similares o0 mayores en comparacion con el grupo de dosis de 0,67 mg/kg y 1,0 mg/kg,
particularmente en comparacion con los animales a los que se les administrd disolucién de clorhidrato de bupivacaina
patron. El grupo al que se le administré6 F2V a la menor dosis de prueba, 0,33 mg/kg, mostraron el mismo nimero de
animales con blogueo que el grupo al que se le administré dos veces la dosis (0,67 mg/kg) y uno mas que el grupo al
que se le administro tres veces la dosis (1,0 mg/kg).
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Centrandose en los resultados a 0,33 mg/kg, se observa que la duracién de accién fue de méas de 7 horas (el
tiempo maximo permitido debido a restricciones experimentales), puesto que 5 de 6 ratas experimentaron bloqueo aln
después de 7 horas. Esto permite poner un limite inferior en el factor de amplificacién. Usando esta cifra de 7 horas, la
duracion relativa en este ejemplo era de [7 h]/[4 h] x 100% = 175%, y la dosis relativa del 33%, haciendo el factor de
amplificacion de aproximadamente 5,25.

Tabla conjunta 4
RESUMEN: NUMERO DE BLOQUEOS

1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h

FV2 0,33 6 6 6 5 5 5 5
FV2 0,67 6 6 6 6 6 5 5
FV21,0 6 6 6 6 5 5 4
Marcaine 0,33 6 6 3 2 0 0 NP
Marcaine 0,67 6 6 1 0 1 0 NP
Marcaine 1,0 6 5 5 3 3 0 NP

RESUMEN: PUNTUACIONES TOTALES (en segundos)

FVv2 0,33 70 66 58 61 57 58 55
FVv2 0,67 72 63 72 67 66 55 56
Fv2 1,0 72 63 70 65 60 54 52
Marcaine 0,33 72 54 46 36 28 28 NP
Marcaine 0,67 72 58 33 27 29 24 NP
Marcaine 1,0 68 53 52 46 39 24 NP

RESUMEN: PUNTUACIONES PROMEDIO
1lh 2h 3h 4h 5h 6h 7h

FV2 0,33 11,67 11,00 9,67 10,17 950 9,67 9,17
FV2 0,67 12,00 10,50 12,00 11,17 11,00 9,17 9,33
Fv21,0 12,00 10,50 11,67 10,83 10,00 9,00 8,67

Marcaine 0,33 12,00 9,00 7,67 6,00 4,67 4,67 NP
Marcaine 0,67 12,00 9,67 550 450 483 4,00 NP

Marcaine1,0 11,33 8,83 867 7,67 650 4,00 NP

NP = no sometido a prueba

Ejemplo 31. En este ejemplo, se solubilizé el farmaco anticancerigeno paclitaxel en una fase cubica de
Pluronic-aceite esencial-agua, que se encapsul6 mediante una cubierta zinc-NAT como en el ejemplo 2. Se preparé la
fase cubica mezclando 0,070 g de goma benjui, 0,805 g de aceite esencial de albahaca y 0,851 g de aceite de ilang-
ilang, calentando para disolver la goma benjui, entonces afiadiendo 265 mg de paclitaxel, 3,257 g de aceite de menta
verde, 0,640 g de aldehido de fresa, 0,220 g de acido etilhexanoico, 1,988 g de agua desionizada y finalmente 3,909 g
de Pluronic 103. Se realizé el encapsulamiento de manera similar a como en el ejemplo anterior, excepto que se usé
una homogeneizacién corta en lugar de microfluidizaciéon. No se incorporé6 monopalmitina, y se omitié saltandose la
etapa de purificacién con carb6n Norit. Se puso la dispersién en viales y se enviaron para pruebas de absorcion oral en
perros.
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Se les realiz6 una canulacion a perros Beagle, de 10-12 kg de peso, para permitir la administracion de la
formulacion directamente en el duodeno. Se sabe que paclitaxel muestra una absorcion muy baja administrado por via
oral o por via intraduodenal. En efecto, incluso en la formulacién de Taxol®, gue incluye un gran volumen de tensioactivo
(Cremophor EL) y etanol, que son ambos agentes de fluidizacién de membrana, la biodisponibilidad es menor que
aproximadamente el 10%.

Se midieron los niveles en sangre de paclitaxel antes de la dosis, a los 20 minutos, 40 minutos, 1 hora, 2 horas,
3 horas, 4 horas, 8 horas, 10 horas y 24 horas. Los resultados de un experimento con la formulacion de fase cubica
fueron tal como siguen:

Punto de tiempo Concentracion en sangre (ng/ml)

20 min. 79,4
40 min. 149
1 hora 122
2 horas 100
3 horas 79,5
4 horas 70,1
8 horas 43,2
10 horas 311
24 horas 17,6

Estos niveles en sangre, que se prolongan durante muchas horas, indican un alto grado de absorcién de
paclitaxel y niveles sistémicos sostenidos, y por tanto una mejora muy fuerte de la eficacia debido al vehiculo de fase
cubica en el que se disolvié el paclitaxel. Como comparacion, la patente estadounidense 6.730.698 concedida a Broder
et al. muestra resultados de administracion oral en ratas de 9 mg/kg, es decir, una dosis 9 veces mayor que la usada en
este presente ejemplo, en el que se alcanzaron niveles en sangre maximos de aproximadamente 30 ng/ml, y después
de sélo 4 horas disminuyeron hasta menos de 10 ng/ml. Si se toma que la duracién de accion relativa del farmaco viene
dada aproximadamente (y de manera bastante conservadora, se podria argumentar) por [24 h]/[4 h] x 100% = 600%, y
qgue la dosis relativa es de [1 mg/kg]/[9 mg/kg] = 11%, entonces el factor de amplificacion en este caso es de
aproximadamente el 600% / 11% = 54,0. Aunque este resultado drastico fue un resultado de fase temprana y no debe
tomarse como un resultado reproducible sistematicamente, si que proporciona una indicacion en cuanto al potencial
inherente en las formulaciones de esta invencion en el campo de la administracion oral de farmacos. Por supuesto, el
paclitaxel se conoce bien por mostrar toxicidades sistémicas dependientes de la dosis importantes.

Aunque se ha descrito la invencion en cuanto a sus realizaciones preferidas, los expertos en la técnica
reconoceran que la invencién puede ponerse en practica con modificacion dentro del espiritu y alcance de las
reivindicaciones adjuntas. Por consiguiente, la presente invencion no debe limitarse a las realizaciones tal como se
describieron anteriormente, sino que debe incluir ademés todas las modificaciones y equivalentes de las mismas dentro
del espiritu y alcance de la descripcion proporcionada en el presente documento.
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REIVINDICACIONES

Particula cargada de manera idnica, no recubierta estabilizada de un material de fase cubica inversa o fase
hexagonal inversa, mediante lo cual dicha particula tiene un potencial zetade >25mV o<-25mV.

Particula cargada de manera iénica, no recubierta de un material de fase cubica inversa o fase hexagonal
inversa segun la reivindicacion 1, en la que dicho material de fase clbica inversa o fase hexagonal inversa esta
formado por al menos un componente activo y al menos un segundo componente, en la que al menos uno del
grupo que consiste en

0] dicho al menos un componente activo, y
(i) dicho al menos un segundo componente
tiene una carga cationica o anidnica.

Composicion que comprende una particula cargada de manera ionica, no recubierta de un material de fase
cubica inversa o fase hexagonal inversa y un liquido que comprende un disolvente polar, estabilizandose dicha
particula cargada de manera idnica, no recubierta en dispersion en dicho liquido mediante lo cual dicha
particula tiene un potencial zeta de > 25 mV o < - 25 mV.

Composicion segun la reivindicacion 3, que comprende:

una particula cargada de manera idnica, no recubierta de un material de fase cubica inversa o fase hexagonal
inversa en la que dicho material de fase cubica inversa o fase hexagonal inversa esta formado por al menos un
componente activo y al menos un segundo componente, en la que al menos uno del grupo que consiste en

0] dicho al menos un componente activo, y
(i) dicho al menos un segundo componente
tiene una carga cationica o anidnica; y

un liquido que comprende un disolvente polar, estabilizandose dicha particula cargada de manera idnica, no
recubierta en dispersién en dicho liquido.

Particula o composicién segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, mediante lo cual dicha
particula tiene un potencial zeta de > 30 mV o < - 30 mV.

Particula o composicion segun las reivindicaciones 1-5, en la que la carga ionica de dicha particula se debe a
la presencia de al menos un compuesto asociado a bicapa, cargado.

Particula o composicién segun la reivindicacién 6, en la que el compuesto asociado a bicapa, cargado se
selecciona del grupo que consiste en albimina, caseina, estearilamina, succinato de tocoferol, azul de
metileno, monoesterato de aluminio, sal de &cido glicocélico, sal de acido desoxicdlico, sal de &cido 2-
etilhexanoico, sal de riboflavina, sal de fosfato de riboflavina, dodecilsulfato de sodio, cloruro de benzalconio,
cloruro de bencetonio, sal de N-acetiltriptéfano, sal de triptéfano, sal de tirosina, sal de fenilalanina, sal de
oxiquinolina y sal de docusato.

Particula o composiciéon segun la reivindicacion 6, en la que la razén en peso del compuesto asociado a
bicapa, cargado con respecto al material de fase cubica inversa o fase hexagonal inversa es de entre 0,01:1 y
0,15:1.

Particula o composicidn segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la razén en peso del
compuesto asociado a bicapa cargado con respecto al material de fase clbica inversa o hexagonal inversa es
de entre 0,02:1y 0,08:1.

Particula o composicién segun las reivindicaciones 1 a 5, en la que el agente activo es un compuesto
farmacéutico o nutricéutico.

Particula o composicion segun la reivindicacion 10, en la que el compuesto farmacéutico se elige del grupo que
consiste en anestésicos generales, anestésicos locales, compuestos anticancerigenos, relajantes musculares,
hipndticos, sedantes, analgésicos, antipiréticos, antiinflamatorios no esteroideos, esteroides, antiinflamatorios
esteroideos, opiaceos, cannabinoides, antibiéticos y proteinas.

Particula o composicién segun la reivindicacion 11, en la que el anestésico general se selecciona del grupo que
consiste en propofol, eugenol, alfaxalona, alfadolona, eltanolona, propanidid, ketamina, etomidato y
pregnanolona.
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Particula o composicion segun la reivindicacion 12, en la que dicho agente activo es propofol.
Particula o composicién segun la reivindicacion 12, en la que dicho agente activo es etomidato.

Particula o composicién segun la reivindicacién 11, en la que dicho anestésico local se selecciona del grupo
que consiste en bupivacaina, lidocaina, procaina, tetracaina, mepivacaina, etidocaina, ropivacaina,
cloroprocaina, cocaina, benzocaina, pramoxina, prilocaina, proparacaina, dibucaina y oxibuprocaina.

Particula o composicion segun la reivindicacion 15, en la que dicho anestésico local es bupivacaina.

Particula o composicién segun las reivindicaciones 1 a 4, en la que la carga iénica de dicha particula es
catiénica y el potencial zeta de dicha particula no recubierta es mas positivo que +25 milivoltios.

Particula o composicién segun las reivindicaciones 1 a 4, en la que la carga iénica de dicha particula es
aniodnica y dicho potencial zeta es mas negativo que -25 milivoltios.

Particula o composicion segun las reivindicaciones 1 a 5, en la que el agente activo es un compuesto
nutricéutico.

Particula o composicion segun las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademéas un diluyente de alto
coeficiente de reparto en dichas particulas no recubiertas.

Particula o composiciéon segun la reivindicacion 20, en la que dicho diluyente de alto coeficiente de reparto es
la vitamina E.

Particula o composicidn segun las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicho material de fase cubica inversa o fase
hexagonal inversa comprende un tensioactivo o lipido.

Particula o composicién segun la reivindicacion 22, en la que dicho tensioactivo se selecciona del grupo que
consiste en fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, Arlatone G, Tween 85, monooleato de glicerol, monoglicéridos
insaturados de cadena larga, monooleato de sorbitano, docusato de calcio, Pluronics con menos de
aproximadamente el 30% de grupos PEO en peso, Pluronic L122, Pluronic 123 y Pluronic L101.

Particula o composicién segun las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicho material de fase cubica inversa o fase
hexagonal inversa comprende fosfatidilcolina y uno o mas de fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol, &cido fosfatidico
y fosfatidilserina.

Particula o composicién segun las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha particula, composicion o material es
farmacéuticamente aceptable para inyeccion.

Particula o composicion segun las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha particula, composicion o material es
farmacéuticamente aceptable para su aplicacién tépica o intraocular.

Particula o composicién segun la reivindicacion 6, mediante lo cual el compuesto asociado a bicapa, cargado
se selecciona de acido desoxicoélico y colatos relacionados, y acido glicocélico y colatos relacionados.

Particula o composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un
amino&cido soluble zwitteridnico en una cantidad suficiente para ajustar la tonicidad, preferiblemente glicina,
valina o prolina.

Uso de una particula, composicion o material segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la
preparacion de un producto farmacéutico.

Formulacion farmacéuticamente aceptable que comprende una composicion o particula de fase liquido-
cristalina liotropica cubica inversa o hexagonal inversa segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o
una combinacion de las mismas, y uno o0 mas agentes farmacolégicos en asociacién con dicho material de fase
liquido-cristalina liotropica cubica inversa o hexagonal inversa o combinacion del mismo, que tiene una
duracion de accion aumentada de una dosis dada de dicho uno o mas agentes farmacoldgicos en relacion con
la duracion de accién de dicha dosis dada de dicho uno o mas agentes farmacoldgicos en ausencia de dicha
formulacion farmacéuticamente aceptable, en un factor de amplificacion, calculado como una duracién relativa
dividida entre una dosis relativa del 100%, igual o superior a 2.

Formulacion farmacéuticamente aceptable que comprende la composicion o particula de fase liquido-cristalina
liotrépica cubica inversa o hexagonal inversa seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o una
combinacién de las mismas, y uno o mas agentes farmacol6gicos en asociacion con dicho material de fase
liquido-cristalina liotropica cubica inversa o hexagonal inversa o combinacion del mismo, que tiene una dosis
disminuida de dicho uno o méas agentes farmacol6gicos que provocan una determinada duracion de accién en
relacion con una dosis de dicho uno 0 mas agentes farmacolégicos que provocan dicha determinada duracién
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de accion en ausencia de dicha formulacién farmacéuticamente aceptable, en un factor de amplificacién,
calculada como una duracion relativa dividida entre una dosis relativa, igual o superior a 2.

Formulacion farmacéuticamente aceptable segun las reivindicaciones 30 6 31, en la que el factor de
amplificacion es igual o superior a 4.

Formulacion farmacéuticamente aceptable segun las reivindicaciones 30 a 31, en la que la formulacién esta en
forma de una suspension de particulas compuestas por material liquido-cristalino liotrépico cubico inverso o
hexagonal inverso o una combinacién del mismo.

Formulacion farmacéuticamente aceptable segun las reivindicaciones 30 a 33, en la que uno de dicho uno o
mas agentes farmacoldgicos es un anestésico local.

Formulacion farmacéuticamente aceptable segin la reivindicacién 34, en la que el anestésico local es
bupivacaina.

63



ES 2357 580 T3
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Figura 5
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