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ES 2360 809 T3

DESCRIPCION
Micelas Inversas Basadas en Fitoesteroles y Acilgliceroles y Uso Terapéutico de las Mismas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere de forma general a un sistema micelar inverso que comprende un agente
terapéuticamente activo hidrosoluble. Las micelas inversas de acuerdo con la invencidon son particularmente Utiles para
administrar farmacos. La presente invencién también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende dichas
micelas inversas y los métodos para su preparacion.

Antecedentes de la invencion

Durante los Ultimos afos, se han propuesto varios métodos para mejorar la administracion de los farmacos al sitio de
destino. Primero, el farmaco se debe administrar mediante una via adecuada y facil, tal como las vias oral y rectal, y
segundo, el ingrediente activo se debe administrar a las células destinatarias en la forma activa. Algunos farmacos, en
particular las proteinas y los péptidos, se absorben mal y son inestables durante su paso por el tubo digestivo. Hasta la
fecha se han realizado muchos intentos que mejoren la administracion, en particular por la via oral, de polipéptidos y
péptidos, tales como, por ejemplo, insulina (para tratar la diabetes), interferones (para tratar la hepatitis), citocinas (para
tratar las neoplasias malignas), etc. Sin embargo, hoy en dia estos farmacos se administran mediante una inyeccién
parenteral. A dia de hoy, el 40% de los farmacos nuevos solo se pueden administrar mediante inyeccién parenteral.

A pesar de los problemas inherentes que se encuentran cuando se intentan administrar proteinas y péptidos por via
oral, se han propuesto varios métodos para mejorar la absorcion oral. Las estrategias plausibles han incluido la
modificacion quimica para estabilizar el farmaco y/o convertirlo en mas liposoluble y, por lo tanto, mejorar la probabilidad
de que difunda a través de la membrana lipidica o el tubo digestivo. Otros investigadores han afadido estabilizantes
tales como inhibidores de las peptidasas (p. ej., aprotinina) para reducir la pérdida metabdlica, mientras otros han
utilizado diferentes agentes facilitadores de la absorcion en la forma de tensioactivos no iénicos, sales biliares y
analogos de las mismas, fosfolipidos, quelantes o acilcarnitina. Numerosas patentes y publicaciones describen también
métodos para encapsular los ingredientes activos en nanoparticulas o microparticulas. Pero, hasta ahora, ninguno de
los sistemas de administracion desarrollados resulta totalmente satisfactorio, en particular para la insulina. Por ejemplo,
los sistemas de administracion descritos hasta ahora han permitido tan solo una absorcion de la insulina del 2 al 5%.

Las personas que padecen diabetes de tipo 1 0 2 a menudo se tratan con insulina. Mientras que los dispositivos de
inyeccion estan mejorando y son menos invasivos (p. €j., dispositivos de tipo boligrafo), las inyecciones todavia
presentan desventajas y siguen siendo muy impopulares. Las formulaciones no inyectables presentaran grandes
ventajas. Ademas de ser mas agradables para el paciente, tales formulaciones podrian mejorar el cumplimiento y llevar
a un mejor tratamiento y a una reduccién de las complicaciones relacionadas con la diabetes.

Los inventores han descubierto previamente que agitar dos tipos de lipidos con algunas sales metalicas permitia
aumentar la biodisponibilidad de los metales y en consecuencia obtener la misma actividad terapéutica con dosis de
1000 a 5000 veces mas bajas; entonces se pudo reducir el potencial de toxicidad de dichas sales metélicas (véanse la
patente de los Estados Unidos n.® 6 129 924, la patente internacional WO 02/36134 y la patente internacional WO
2004/075990 como ejemplos).

La patente europea EP-A-0 366 277 describe formulaciones administrables por via oral o rectal de material activo en
forma de una microemulsion de agua en aceite. La patente internacional WO 03/030865 muestra composiciones
promicelares de un activo encapsulado en una membrana de acidos grasos Ci»-Cig esterificados. La patente
internacional WO 91/14454 describe un material activo asociado a un fosfolipido.

Es un objetivo de la presente invencion solventar las desventajas de la técnica anterior. Mas particularmente, es un
objetivo de la invencién proporcionar un sistema de administraciéon de farmacos que comprende un ingrediente activo,
que se puede administrar por via oral y que da una biodisponibilidad farmacol6gica satisfactoria.

Compendio de la invencion

La presente invencion se refiere a un sistema de administracion por transporte transmembranario para la liberacion de
un agente terapéutico de interés, asi como a las composiciones y los métodos para preparar el sistema de
administracién. Mas particularmente, la presente invencidon proporciona un sistema de transporte micelar inverso para
dispensar un agente de interés. Mas especificamente, las micelas inversas de acuerdo con la invencion favorecen la
absorcion de moléculas biolégicamente activas a través de las barreras epiteliales mucosas y permiten que las células
destinatarias internalicen los ingredientes activos. Las micelas inversas de la invenciébn comprenden mas
especificamente al menos un ingrediente terapéuticamente activo hidrosoluble, fitoesterol, acilglicerol y agua.

La presente invencidn se refiere mas particularmente a micelas inversas con un nacleo acuoso menor o igual a 100 nm.

Las micelas inversas se pueden preparar de acuerdo con un método particular utilizando fitoesteroles y acilgliceroles.
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Dichas micelas se obtienen mediante el método siguiente:

a) poner en contacto i) fitoesterol, ii) acilglicerol, preferentemente diacilglicerol de &cidos grasos, iii) agua, en particular
agua purificada y iv) al menos un ingrediente terapéuticamente activo hidrosoluble;

b) agitar la mezcla obtenida en la etapa (a) a 40 °C o menos, y durante un tiempo suficiente, para obtener la formacion
de las micelas inversas, llevandose a cabo dicha agitacion mecanicamente a una velocidad de unas 1000 a unas 5000
rpm o mediante sonicacién.

La presente invencion se refiere ademas a una composicion que comprende micelas inversas de la invencién y un
vehiculo, excipiente o soporte farmacéuticamente aceptable.

Descripcion detallada de la invencion

La siguiente descripcion es de las realizaciones preferentes por medio de ejemplos s6lo y sin limitar la combinacion de
caracteristicas necesarias para llevar a efecto la invencion.

Micelas inversas

El sistema micelar inverso de acuerdo con la invencion se caracteriza como una microemulsién que comprende una
dispersién de microgotas de agua en aceite. La dispersion se estabiliza mediante un tensioactivo (acilglicerol, mas
preferentemente diacilglicerol de acidos grasos) en una interfaz de agua/aceite. La fase micelar inversa se puede definir
como un sistema en el cual el agua forma la fase interna y las colas hidréfobas de los lipidos forman la fase continua.
Las micelas inversas que contienen aceite(s), tensioactivo(s) y una fase acuosa también se caracterizan como
microemulsiones de agua en aceite.

El tamano de las micelas varia de un modo lineal con la proporcion en peso (agua)/(tensioactivo) W (agua solubilizada
en la mezcla/el tensioactivo en la mezcla). Tal y como se mencion6 anteriormente, la cantidad relativa en peso de agua
en la mezcla (W) es preferentemente menor o igual a 2,5 y preferentemente menor o igual a 1 de la cantidad de
acilglicerol, preferentemente de diacilglicerol de acidos grasos. W es mas especificamente de 0,01 a 0,2. De acuerdo
con una realizacion particular, la proporcion W es preferentemente de 0,05 a 0,18.

Las micelas inversas, tales como el tamafio del nlcleo de las mismas, se pueden caracterizar por varios métodos:
— Dispersion de rayos X
— Dispersion de neutrones
— Microscopia de electrones de transmisién (MET)
— Dispersion de luz dinamica (DLD)

Las proporciones de los constituyentes lipidicos (fitoesteroles y acilglicerol) en el sistema micelar inverso de acuerdo
con la invencién pueden variar considerablemente, por ejemplo, la proporcion en masa fitoesterol/acilglicerol puede
oscilar de 0,01 a 1 (incluidos). De acuerdo con una realizaciéon particular, se puede utilizar mas acilglicerol
(preferentemente diacilglicerol de &cidos grasos) que fitoesterol (preferentemente sitosterol). Mas particularmente, la
proporcion en masa fitoesterol/acilglicerol es mayor o igual a 0,1, mas preferentemente de 0,1 a 0,2.

Los compuestos del sistema micelar inverso se pueden analizar mediante los medios adecuados. Mas especificamente,
se puede identificar el fitoesterol mediante andlisis de cromatografia de gases y el acilglicerol mediante cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC), en particular con un detector de dispersién de luz, en una columna de silice (kromasil
C18), en presencia de un eluyente, p. €j., acetonitrilo isocratico. También se puede utilizar la cromatografia de gases
para analizar los diacilgliceroles.

Las micelas inversas son sistemas dinamicos. El movimiento browniano provoca colisiones perpetuas de las micelas, lo
que conduce a la coalescencia de las micelas y al intercambio de los nlcleos acuosos. Al producirse la separacién y
regeneracion de las micelas, se permiten las reacciones quimicas entre diferentes soluciones. La tasa de intercambio
entre las micelas aumenta en particular con la temperatura, la longitud de las cadenas hidrocarbonadas del tensioactivo,
y la proporcion W (el agua libre aumenta dicho intercambio). En el contexto de la invencién, y al contrario de lo que se
espera en la nanotecnologia, el nucleo acuoso de las micelas debe tener un tamafno especifico que permite que una o
mas moléculas del ingrediente terapéuticamente activo, introducidas cuando se prepararon las micelas, se estabilicen
en éstas. El tamafio del nlcleo acuoso es preferentemente menor o igual a unos 100 nm, y preferentemente menor o
igual a 5 nm. La proporcion W, tal y como se defini6 anteriormente, es preferentemente menor o igual a
aproximadamente 2,5.

El andlisis del producto mediante dispersion de rayos X tal y como se describe en el ejemplo 1 puso de manifiesto las
micelas inversas en una microemulsion.
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La principal ventaja de la presente invencién sobre la técnica previa es la utilizacién del fitoesterol, mas preferentemente
sitosterol, para la preparacion de las micelas inversas. En consecuencia, la invencion proporciona una absorcion de los
compuestos a administrar a través de la mucosa, preferentemente a través de la mucosa de la boca y del recto, mas
preferentemente a través de la mucosa de la boca. Igualmente, las micelas inversas de la presente invencion
proporcionan una biodisponibilidad importante con una absorciéon que varia poco. Otro aspecto beneficioso de las
micelas inversas de la presente invencion es que se pueden preparar con tamafnos diferentes para adaptarlas a los
ingredientes activos que hay que incluir en ellas.

Método para preparar micelas inversas

La invencién se refiere a un método para preparar micelas inversas que presentan un nicleo acuoso menor o igual a
100 nm y comprende al menos un ingrediente activo terapéutico hidrosoluble, fitoesterol, acilglicerol y agua, en el que
dicho método comprende las etapas siguientes:

a) poner en contacto i) fitoesterol, ii) acilglicerol, preferentemente diacilglicerol de acidos grasos, iii) agua, en particular
agua purificada, y iv) al menos un ingrediente activo terapéutico hidrosoluble, en el que la proporcion W = [agua]/
[acilglicerol] es preferentemente menor o igual a aproximadamente 2,5;

b) agitar la mezcla obtenida en la etapa a), a 40 °C o menos, y durante un tiempo suficiente para formar las micelas
inversas, llevandose a cabo dicha agitacién mecanicamente a una velocidad de unas 1000 a unas 5000 rpm o mediante
sonicacion.

A continuacion, las micelas inversas obtenidas y recuperadas resultan particularmente Utiles como sistema de
administracion de farmacos. La etapa (b) del procedimiento tiene una importancia particular porque permite obtener
micelas inversas, que luego son Utiles como un sistema de transporte para administrar el farmaco en el sitio de destino.

Los compuestos utilizados en la etapa (a) se describirdan con mas detalle mas adelante.

La agitacion de la mezcla obtenida mediante la etapa (a) se lleva a cabo mas particularmente a una temperatura menor
o igual a 40 °C, preferentemente que oscila de 30 °C a 38 °C, mas preferentemente de 30 °C a 35 °C, durante un tiempo
suficiente para que se formen las micelas inversas. El tiempo suficiente puede variar en particular con las técnicas de
agitacion utilizadas, esto es, agitacion mecénica o sonicacion. El tiempo de la agitacion mecanica o de la sonicacion es
en cualquier caso el tiempo necesario para convertir la mezcla inicial en una solucién micelar inversa monofasica.

En una realizacion particular, el ingrediente terapéuticamente activo se solubiliza primero en agua (preferentemente
agua purificada), que luego se pone en contacto con los otros constituyentes (etapa a).

El experto en la técnica sabe cémo seleccionar los excipientes o los componentes a utilizar junto con la composicion de
acuerdo con la presente invencién para conseguir propiedades beneficiosas. En particular, la presencia de glicerol
puede, cuando se introduce en gran cantidad, impedir la formacién de micelas inversas o romper el sistema micelar
inverso. Mas especificamente, para la preparaciéon de las micelas inversas de la presente invencién se utiliza no mas del
1%, y preferentemente nada, de glicerol (porcentaje expresado en peso de glicerol/cantidad total de agua de la
composicion).

SONICACION

Los ultrasonidos de la sonicacion conducen a una cavitacion acustica dentro de los liquidos, a saber, formacién de
burbujas en el liquido. El ultrasonido produce una agitacion homogénea en todas las partes de la camara de reaccion y
proporciona poca turbulencia dentro del liquido. Se trata del método mas fiable y Util para preparar nanoparticulas. La
estabilidad de las microemulsiones obtenidas se debe en particular al acilglicerol (preferentemente diacilglicerol de
acidos grasos) que actla como tensioactivo.

Se pueden utilizar diferentes tipos de materiales de sonicaciéon a escala de laboratorio o industrial. El procedimiento de
ultrasonidos de alta intensidad es el procedimiento mas adecuado. Para preparar cantidades pequefas, los materiales
de 400 W o 600 W con ultrasonidos a 20 kHz ofrecen resultados satisfactorios y, por lo tanto, son los preferentes. El
control electrénico de la temperatura y de la duracion de emision del procedimiento también se puede realizar con este
tipo de dispositivos. Existen materiales del mismo tipo para usos industriales.

Los parametros fisicos, en particular el tiempo (3 a 5 minutos, en uno o mas tiempos), dependen del material utilizado,
del volumen de la mezcla y de la viscosidad de la misma. El experto en la técnica puede definir rapidamente tales
parametros. Mas especificamente, la temperatura de la mezcla no debe exceder los 40 °C para evitar la degradacion de
los reactivos. La temperatura es preferentemente menor de unos 38 °C, incluso mas preferentemente por debajo de los
35 °C.

AGITACION MECANICA

Los materiales usuales utilizan propulsores cuyos movimientos rapidos generan turbulencias y remolinos, lo que permite
4
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la interpenetracién de las particulas, y la formacion de nanoparticulas dentro de la mezcla.

La velocidad de la agitacion oscila preferentemente de 1000 a 5000 rpm. Los volumenes aplicados, el dispositivo, la
velocidad de agitacion y la proporcion W dependen del ingrediente terapéuticamente activo, y se deben adaptar a él.

Como esta descrito mas arriba, la temperatura de la mezcla no debe exceder los 40 °C para evitar la degradacion de los
reactivos. La temperatura es preferentemente inferior a unos 38 °C, incluso mas preferentemente por debajo de los 35
°C.

Componentes de las micelas inversas

ACILGLICEROL

Los acilgliceroles, mas particularmente los acilgliceroles de acidos grasos, Utiles para la preparacion del sistema micelar
inverso de acuerdo con la invencién, se pueden aislar de la mayoria de los animales y mas preferentemente de las
plantas.

Los acilgliceroles incluyen mono-, di- o triacilgliceroles. En una realizacion particular, los mono-, di- o triglicéridos
preferentemente utilizados en la presente invencion presentan la férmula siguiente (l):

CH,OR,

HOR,

CHOR,

en la que:

- Ry es un residuo acilo de un acido graso lineal o ramificado, saturado o insaturado que tiene entre 14 y 24 atomos de
carbono, un atomo de hidrégeno, o una mono-, di- o trigalactosa o glucosa;

- Rz es un resto acilo de un acido graso lineal o ramificado, saturado o insaturado que tiene entre 2 y 18 atomos de
carbono;

- Rs es un resto acilo de un acido graso lineal o ramificado, saturado o insaturado que tiene entre 14 y 24 atomos de
carbono, o un atomo de hidrégeno.

De acuerdo con una realizacién preferente, al menos uno de Ry y Rs, preferentemente sélo uno, representa un resto
acilo de acido oleico (C18: 1[cis]-9).

De acuerdo con un aspecto particular, Rz tiene un enlace insaturado (p. €j., enlace etilénico) y tiene ventajosamente 18
atomos de carbono, preferentemente Rz es un resto de &cido oleico (grupo oleoilo), uno de sus isdbmeros posicionales
con respecto al doble enlace (cis-6,7,9,11 y 13), o uno de sus isdbmeros de ramificacion iso.

De acuerdo con otro aspecto particular, Ry representa un grupo oleoilo.
De acuerdo con otro aspecto particular, Rz representa un grupo acetilo.
De acuerdo con una realizacion preferente, Rs representa un atomo de hidrégeno.

Los aceites vegetales insaturados son particularmente ventajosos cuando se utilizan como fuente de acilgliceroles,
especialmente el aceite de oliva del primer prensado en frio.

Como norma general, un aceite que contiene una concentracion elevada de acido oleico se elegira como una fuente util
de acilgliceroles de acuerdo con la invencion. Tal aceite normalmente contiene una proporcion elevada de acilgliceroles
utiles de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con un aspecto particular de la invencion, los diglicéridos de acidos grasos preferentes se seleccionan entre
el grupo que consiste en 1,2-dioleina y 1-oleoil-2-acetilglicerol.

Un numero determinado de ellos, y mas particularmente los que se comprueba que son los mas activos en las
aplicaciones que se persiguen, también existen comercialmente. Este es el caso en particular del 1-oleoil-2-acetilglicerol
y del 1,2-dioleoilglicerol, que existen como productos comerciales con un contenido de gran pureza. En particular, el
monooleato de glicérido, que contiene aproximadamente el 44% de glicéridos dioleicos, de los cuales aproximadamente
el 14% es 1,2-dioleina. Tal compuesto esta farmacéuticamente aceptado (Farmacopea Europea (4.2 edicion), USP
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25/NF20, y Estandares y especificaciones japonesas para los aditivos alimentarios). Tal producto esta, por ejemplo,
disponible comercialmente en la compania Gattefossé con el nombre PECEOL®.

FITOESTEROLES

Los esteroles Utiles para preparar el sistema micelar inverso de acuerdo con la invencion son fitoesteroles (esteroles
vegetales). El sitosterol es el fitoesterol preferente Gtil para el sistema micelar inverso de acuerdo con la invencién.

El fitoesterol tiene muchas ventajas sobre el colesterol, ya que es capaz de atravesar la mucosa, en particular la mucosa
de la boca y del recto. En consecuencia, las micelas inversas de la presente invencion proporcionan un medio para
solventar la incomodidad o el desagrado de la via parenteral y, al mismo tiempo, impedir que el material se administre a
través del estémago, que es un medio hostil para muchas sustancias, incluidas las proteinas. Por consiguiente, como
medio de administracion, las micelas inversas de la presente invencion resultan muy ventajosas por permitir una
absorcion importante y homogénea del ingrediente activo a administrar.

El sitosterol incorporado en el sistema micelar inverso de la invencion puede ser - o y-sitosterol, preferentemente B-
sitosterol, o se puede introducir en forma de un extracto vegetal que contiene al menos una de estas dos formas de
sitosterol.

Resulta particularmente posible utilizar diferentes productos comerciales. Mas particularmente, se puede utilizar el
sitosterol comercial que se extrae de la soja. En tal producto, el sitosterol generalmente representa del 50% al 70% en
peso del producto y se encuentra generalmente en una mezcla con campesterol y sitostanol, cada uno con una
proporcion del orden del 15%. También se puede utilizar el sitosterol comercial que se extrae de una serie de pinos y se
denomina aceite de pulpa de pino. En general, sera posible utilizar el sitosterol en una mezcla con sitostanol.
Preferentemente, dicha mezcla comprende al menos un 50% sitosterol en peso.

Uno sera capaz de obtener un B-sitosterol que tenga una pureza mayor del 95%, o incluso del 99%, al al proceder de la
siguiente manera: se llevan a cabo varias retrocristalizaciones sucesivas de la mezcla comercial con acetona, lo que
permite una purificacion previa del B-sitosterol por eliminacién del campestanol y del sitostanol presentes en la mezcla.
A continuacion se somete el producto asi prepurificado a 1 a 3 etapas de purificacién mediante cromatografia liquida de
alta presion en una columna preparativa C18 utilizando mezclas de eluyente, tal como metanol, en particular metanol al
100% o mezclas de metanol y acetonitrilo, en particular mezclas 80-20 o cualquier mezcla intermediaria, que hagan
posible la obtencién del sitosterol con una pureza mayor del 95% o incluso del 99%. Esta pureza se determina mediante
cromatografia de gases.

El sitosterol y, por lo tanto, el sitostanol se pueden preparar también mediante extraccion a partir de plantas de acuerdo
con las técnicas de la bibliografia, por ejemplo, pag. 95 de la tesis presentada en Montpellier por Claude Cerdon titulada
«Modulation de la production de sapogenines steroidiques en reponse a l'inhibition de la synthese de sterols».

Esta extraccion se lleva a cabo ventajosamente mediante la formacion de complejos con metales, de acuerdo con el
método descrito en particular en la patente francesa n.2 FR 2 316 247 en la que se describe un método para aislar 3-
hidroxi-esteroides y 3-oxo-esteroides a partir de una mezcla que contiene estos compuestos.

Para efectuar esta extraccion, se puede utilizar cualquier planta o producto de origen vegetal conocido por su contenido
relativamente elevado de sitosterol.

A modo de ejemplos de plantas o productos de origen vegetal con un contenido de sitosterol libre relativamente elevado
se pueden mencionar en particular el aceite de oliva, el aceite de soja, las hojas de algodén, las hojas de café, el
germen de trigo, para los cuales el contenido de fitoesterol libre y el porcentaje de sitosterol en la fraccién de fitoesterol
libre se dan en la siguiente tabla:

ESPECIE contenido/kg % de la fraccién de fitoesterol
Aceite de oliva 1310 mg 91%
Aceite de soja 1908 mg 53%
Hojas de algodon 3961 mg 93%
Hojas de café 9914 mg 51%
Germen de trigo 17336 mg 67%

El porcentaje se expresa en peso.

No se ha estudiado el contenido relativo de sitostanol. También conviene sefalar que la fraccion de fitoesterol libre
contiene una proporcion de los isémeros 24 R y 24S, que varia segun la planta. Esta proporciéon no se conoce bien,
porque se hay estudiado poco, cuando se ha estudiado.

Esta proporcién asi como la cantidad relativa de sitostanol, que no se puede separar del sitosterol durante la
purificacion, podria explicar la mejor actividad relativa de la fraccion de fitoesterol de algunas plantas y, especialmente,
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el exceso de sitosterol necesario para la preparacion del sistema micelar inverso descrito en la invencion.

Tal y como se menciond anteriormente, las proporciones de fitoesterol y acilglicerol pueden variar considerablemente,
por ejemplo, la proporcion en peso de fitoesterol/acilglicerol puede oscilar de 0,01 a 1 (inclusive). De acuerdo con una
realizacion particular, se puede utilizar mas acilglicerol (preferentemente diacilglicerol de acidos grasos) que fitoesterol
(preferentemente sitosterol). Mas particularmente, la proporcién en peso de fitoesterol/acilglicerol es mayor o igual a 0,1,
mas preferentemente de 0,1 a 0,2.

COMPUESTO ACTIVO TERAPEUTICO

Se puede utilizar cualquier agente terapéutico hidrosoluble en la presente invencién. Incluyen, pero sin limitarse a ellos,
polipéptidos, proteinas, polisacéaridos, acidos nucleicos [ADN o ARN (mas particularmente ARNi) o fragmentos de los
mismos] y composiciones farmacéuticas acuosas.

En la presente invencion se utilizan mas preferentemente proteinas con un interés terapéutico particular. Dado que tales
ingredientes activos son inestables en el medio bioldgico, en particular se pueden degradar mediante las enzimas
endogenas en el tubo digestivo, se suelen administrar por una via inyectable.

Los agentes de interés de acuerdo con la invencién son cualquier proteina terapéutica o glucoproteina, tal como
insulina, eritropoyetina, leptina, factores de crecimiento, hormonas de liberacion de la hormona del crecimiento, factores
estimuladores de colonias, hormonas hidrosolubles (hormona paratiroidea o fracciones o analogos de la misma),
luliberina (LHRH) o analogos de la misma (p. €j., nafarelina, buserelina, goserelina), polisacaridos (tal como heparina),
interferones, compuestos similares a la heparina, y citocinas. También incluye ADN, fragmentos de ARN o plasmidos,
ARN interferente, agentes inmundgenos y/o de vacunacion, etc.

Tal agente incorporado en el sistema micelar inverso de acuerdo con la invencion puede atravesar las barreras
epiteliales mucosas y presentar gracias a ello su efecto terapéutico en el sitio de destino.

El ingrediente activo hidrosoluble esta mas preferentemente presente en el nicleo acuoso de las micelas inversas.

La estabilidad y la actividad del agente terapéutico se puede controlar esencialmente mediante la concentracion de agua
en la mezcla. Se han llevado a cabo estudios con enzimas disueltas en la fase acuosa y demuestran que la actividad
enzimatica se puede optimizar y que la reaccion de la cinética depende de la concentracion relativa de agua.

La cantidad de los ingredientes activos que se incorporan en el sistema de micelas inversas se determina por su
solubilidad en la fase hidréfila (ndcleo acuoso). Preferentemente, la cantidad del agente terapéutico incluido en el
sistema de micelas inversas depende del ingrediente activo.

Utilizacién del sistema micelar inverso

Las micelas inversas de la invencion mejoran la biodisponibilidad del ingrediente activo incluido en éstas, lo que permite
su uso terapéutico en el sitio de destino con una toxicidad reducida. Debido a su naturaleza de microemulsién, el
sistema micelar inverso permite proporcionar diferentes tipos de formulaciones, que comprenden excipientes, vehiculos
o diversos soportes, que se pueden administrar por distintas vias, incluida a través de la mucosa, tal como por
administracién oral o rectal.

Hoy en dia se sabe que el sistema micelar inverso se puede utilizar para preparar nanomateriales, los cuales actuan
como microrreactores. Pueden albergar proteinas tales como enzimas. Las reacciones cataliticas con los sustratos
insolubles en agua se pueden producir en la gran interfase interna entre aceite y agua dentro de la microemulsién. Se
puede controlar la actividad y la estabilidad de las biomoléculas, principalmente mediante la concentracion de agua en
este medio.

La incorporacién de agentes terapéuticos en un sistema micelar inverso proporciona las ventajas siguientes: dichos
agentes se vuelven mas estables, se pueden absorber a través de la mucosa, el transporte de las micelas en el medio
sanguineo no se ve alterado, y se obtiene un efecto bioldgico dptimo de los ingredientes activos en el sitio de destino.

Un objetivo de la invencion se refiere a la composicién farmacéutica que comprende micelas inversas como quedan
definidas anteriormente y un vehiculo, excipiente o soporte farmacéuticamente aceptable.

Un objetivo méas de la invencion se refiere al uso de micelas inversas como quedan definidas anteriormente para
preparar una composicion farmacéutica disefada para la administracion, mas especificamente para la administracion a
través de la mucosa, de uno o mas agentes activos terapéuticos hidrosolubles. La composicién farmacéutica esta
disefiada mas en particular para prevenir o tratar uno o mas sintomas asociados con una enfermedad o trastorno.

Otro objetivo de la invencion se refiere a los métodos para la administracién de uno o mas agentes activos terapéuticos
hidrosolubles a un mamifero (en particular, a un humano), comprendiendo dichos métodos la administracién de dicha
composicién de micelas inversas como la definida anteriormente. En una realizacién especifica, la presente invencion
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da a conocer métodos para la administracién a través de la mucosa de uno o mas agentes activos terapéuticos
hidrosolubles, comprendiendo dichos métodos la administracion a través de la mucosa a dicho mamifero (en particular,
a un humano) de una composicién de micelas inversas como la definida anteriormente.

La presente invencion da a conocer métodos para la prevencion, el tratamiento o la mejora de uno o mas sintomas
asociados a una enfermedad o trastorno en los humanos, comprendiendo dichos métodos la administracion a dicho
humano que lo necesita de una cantidad eficaz de una composicién de micelas inversas como la definida anteriormente
y que comprende uno o mas agentes terapéuticos hidrosolubles Utiles para la prevencion, el tratamiento o la mejora de
uno o mas sintomas asociados a dicha enfermedad o trastorno. En una realizacion especifica, la presente invencién
proporciona métodos para la prevencion, el tratamiento o la mejora de uno o mas sintomas asociados a una
enfermedad o trastorno, comprendiendo dichos métodos la administracion a través de la mucosa a un sujeto que lo
necesita de una cantidad eficaz de una composicion de micelas inversas como la definida anteriormente y que
comprende uno 0 mas agentes terapéuticos hidrosolubles Utiles para la prevencién, el tratamiento o la mejora de uno o
mas sintomas asociados a dicha enfermedad o trastorno.

En particular, el agente activo terapéutico hidrosoluble es como se definié anteriormente, e incluye una proteina,
polipéptido, péptido, glucoproteina, polisacarido, un acido nucleico como el identificado anteriormente, o mezclas de los
mismos.

Cuando los polipéptidos y péptidos son, por ejemplo, insulina, interferones y citocinas, las enfermedades tratadas son
mas especificamente diabetes, hepatitis y neoplasias malignas, respectivamente.

Cuando se utilizan agentes inmundgenos y/o de vacunacion, se puede utilizar el sistema micelar inverso de la invencion
derivado de ellos como una vacuna.

Como excipiente, vehiculo o transportador farmacéuticamente aceptable, se puede utilizar cualquier vehiculo o
transportador bien conocido por la persona experta en la técnica. Lo siguiente se puede citar como ejemplos sin que
resulten limitantes: lactosa, almidén de maiz, glucosa, sacarosa, edulcorantes tales como jarabe de malitol, goma
arabica, gelatina, carragenanos, acido estearico, estearato de magnesio, dextrina, maltodextrinas, manitol, talco, grasas
de origen natural, particularmente aceites de origen vegetal ricos en acidos grasos insaturados vy fitoesteroles. En
particular, si fuera finalmente necesario, se pueden utilizar otros aditivos bien conocidos para la persona experta en la
técnica, tales como estabilizantes, desecantes, aglutinantes o tamponantes del pH. Los excipientes preferentes de
acuerdo con la invencién favorecen la adherencia del producto acabado a la mucosa.

Las composiciones de la invencién se pueden administrar de diferentes modos, en particular a través de la via oral, con
una absorcién bucal o digestiva, o de manera mas general a través del tejido de la mucosa de la boca.

Tal y como se utilizan en la presente memoria, la terminologia «mucosa» se refiere a un tejido mucoso tal como epitelio,
lamina propria y una capa del musculo liso en el tubo digestivo. «Administracién por la mucosa», «administracion a
través de la mucosa» y la terminologia analoga se utiliza en la presente memoria para referirse a la administracién de
una composicién al tejido mucoso. «Administracion por la mucosa», «administracion a través de la mucosa» vy la
terminologia anéloga incluye, pero sin limitarse a ellas, la administracion de una composicion a través de los tejidos
mucosos bronquial, gingival, lingual, nasal, oral, vaginal, rectal e intestinal.

En una realizacién preferente de la invencion, las composiciones de micelas inversas de la invencion se administran por
la mucosa como una capsula, comprimido oblongo, aerosol, atomizado, solucién, suspension, emulsién, sello,
comprimido, capsula de gelatina elastica suave, polvo o granulo. Las composiciones de la invencién se pueden
introducir en forma de liquido dentro de capsulas que liberan su contenido en la boca. Preferentemente, las
composiciones de micelas inversas de la invencion se administran a un mamifero, méas preferentemente a un humano,
para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno.

Los siguientes ejemplos pretenden ejemplificar el funcionamiento de la presente invencion, pero no limitar su alcance.
Ejemplos

Ejemplo 1: Preparacion de un sistema de administracion por transporte para administrar insulina por una via rectal a un
animal:

A 1 g de sitosterol solubilizado en 2 ml de etanol se le afade 1 ml de agua purificada que comprende 100 Ul de insulina
(Umuline Zn de liberacién prolongada) y luego 40 ml de Peceol® (monooleato de glicérido disponible comercialmente en
Gattefossé).

La sonicacion de la mezcla se lleva a cabo en dos tiempos (de 3 minutos cada uno), vigilando que la temperatura esté a
menos de 35 °C.

El producto obtenido esta constituido por una mezcla homogénea de nanomicelas inversas estables que contienen
insulina.

8



10

15

20

25

30

35

40

ES 2360 809 T3

Entonces se puede administrar a un animal a 2 mi/kg por via rectal [5 Ul/(24 h - kg) de insulina Zn].

Ejemplo 2: Preparacion de un sistema de administracién por transporte para la administracion oral de insulina a un
sujeto:

A 10 g de sitosterol solubilizado en 10 ml de etanol se le afaden 2 ml de agua purificada que contiene 200 Ul de insulina
(Umuline de liberacion prolongada) y luego 28 ml de Peceol®.

La sonicacion de la mezcla se lleva a cabo en dos tiempos (de 3 minutos cada uno), vigilando que la temperatura esté a
menos de 35 °C.

El producto obtenido esta constituido por una mezcla homogénea de nanomicelas inversas estables que contienen
insulina. Se introduce en capsulas, cada una con 1 g del producto obtenido (5 Ul de insulina de actuacion rapida por
capsula). A continuacion se puede administrar a una persona que necesita insulina. Dicha persona rompe la capsula en
la boca y el liquido que sale de ella lo mantiene durante un minuto en la boca (de modo que el sitosterol de la mezcla se
adhiera a la mucosa de la boca y permita una absorcién rapida).

Ejemplo 3: Preparacion de un sistema de administracién por transporte para la administracion oral de la eritropoyetina a
un sujeto:

Se mezclan 10 g de sitosterol solubilizado en 10 ml de etanol, 2 ml de una disolucién acuosa que contiene 80 000 Ul de
eritropoyetina (40 000 Ul/ml de EPREX), y entonces 28 ml de Peceol®.

Se agita la mezcla con un agitador con superficie calefactora a 1200 rpm, vigilando que la temperatura esté a menos de
35 °C.

El producto obtenido estd constituido por una mezcla homogénea de nanomicelas inversas estables que contienen
eritropoyetina. Se introduce en capsulas, cada una con 1 g del producto obtenido (1000 Ul de eritropoyetina por
capsula). Entonces se puede administrar a una persona que necesite eritropoyetina. Dicha persona rompe la capsula en
la boca y mantiene el liquido obtenido de ésta durante un minuto en la boca (de modo que el sitosterol de la mezcla se
adhiera a la mucosa de la boca y permita una absorcién rapida).

Ejemplo 4: Preparacién de micelas inversas que contienen eritropoyetina

A3gde s(i@tosterol solubilizado en 4,5 ml de etanol se le afiaden 1 ml de EPREX® que contiene 2000 Ul de EPO y 72 m
de Peceol”.

Se agita la mezcla con un agitador magnético calentando a 35 °C durante 15 minutos.
La proporcion W es 0,04.

Entonces se puede administrar a las ratas a 2 ml/kg por via rectal (50 Ul/kg).

Ejemplo 5: Preparacién de micelas inversas que contienen eritropoyetina

A 3 g de sitosterol solubilizado en 4,5 ml de etanol se le afiaden 2 ml de EPREX® que contienen 4000 Ul de EPO y 72
ml de Peceol®.

Se agita la mezcla con un agitador magnético calentando a 35 °C durante 15 minutos.
La proporcién W es 0,08.
Entonces se puede administrar a las ratas a 2 ml/kg por via rectal (100 Ul/kg).

Ejemplo 6: Preparacion de un sistema de administracion por transporte para la administracion intrarrectal de micelas
inversas que contienen plasmido, y su administracién

Se mezclan 125 pg de sitosterol solubilizado en 200 pl de etanol, 250 pl de una disolucion acuosa que contiene 3 mg
del plasmido pEGFP-N1, y luego 4,75 ml de Peceol®.

Se agita la mezcla con un agitador de superficie calefactora a 1200 rpm, vigilando que la temperatura esté a menos de
35 °C.

El producto obtenido es una mezcla homogénea de nanomicelas inversas estables que contienen el plasmido.

Productos administrados

Las micelas inversas con pEGFP-N1 se preparan como se describid anteriormente.
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pEGFP-N1 (comprado a Clontech) es un vector de expresién en mamiferos para la proteina fluorescente verde
mejorada (eGFP) que se utiliza después de introducirlo por transformacion en las células competentes Top10 de
Escherichia coli (Invitrogen) y purificarlo con el EndoFree Plasmid Mega Kit de Qiagen Ltd. segun las instrucciones del
fabricante.

Métodos
A ocho ratas (Wistar, 250-300 g) se les inyect6 por via rectal 500 pl del producto.

Se recogieron muestras de sangre a los 1, 2, 4 y 8 minutos de la inyeccion (2 ratas por tiempo) en tubos con
anticoagulante. Después de centrifugar a 1500 rpm durante 25 minutos, se utilizé el plasma para los estudios de
transfeccion.

HepG2 (estirpe celular de hepatoma humano) y CV1 (estirpe celular de fibroblastos de rifién de mono) se mantienen en
un medio de Eagle modificado de Dulbecco complementado con suero de ternera fetal al 10% (Invitrogen, Carlsbad, CA)
y se inocularon a una densidad de 5 x 10* células/pocillo en placas de 24 pocillos 24 horas antes de los estudios de
transfeccion.

Para la transfeccion se retira el medio de cultivo y se afiaden 200 pl de plasma de rata con las micelas inversas, que
contienen el plasmido pEGFP-N1, a las diferentes placas durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de
anadir 500 pl de medio nuevo, se cultivan las células durante 48 horas antes de medir la expresién génica al
microscopio de fluorescencia mediante la determinacién del porcentaje de las células fluorescentes.

El control negativo de plasma corresponde a la muestra de rata que no recibié la inyeccién de micelas inversas que
contenian el plasmido pEGFP-N1. Se utiliza FUGENE ~ (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante, como control
positivo de la transfeccion.

Resultados

% de transfeccion obtenida (% de células fluorescentes)

Estirpe celular 1 2' 4 8’ FuGENE™
Hepatoma humano (HepG2) 0 8% 18% 6% 10%
Fibroblastos de rifidn de mono (CV1) 0 14% 28% 10% 25%

Ejemplo 7: Prueba farmacolégica: bioactividad de la eritropoyetina

La eritropoyetina (EPO) es el principal regulador de la eritropoyesis humana. La masa molecular de la EPO es de 30-34
kDa.

La EPO recombinante se produce comercialmente mediante la expresién en clones con el ADNc de la EPO de estirpes
celulares eucariodticas de ovario de hamster chino.

La determinacién temprana de la potencia de la EPOrh se llevé a cabo en ratas y ratones normales siguiendo al
aumento de varios parametros, tales como hematocrito, volumen de glébulos rojos y ndmero de reticulocitos. Las
investigaciones recientes estiman que el nimero de reticulocitos en circulacion es un indicador temprano del estado
funcional de la eritropoyesis, y la estimacién del porcentaje de reticulocitos en la sangre periférica se ha utilizado para
valorar la bioactividad de la EPO.

Productos

EPREX, producido por el laboratorio JANSSEN-CILAG: 2000 Ul/ml
Lote A: 50 Ul’kg de EPO: una dosis Unica por via subcutanea

Lote B: 100 Ul/kg de EPO: una dosis Unica por via subcuténea.

Lote C: 50 Ul/kg de EPO: una dosis Unica por via rectal (ejemplo 4)
Lote D: 100 Ul/kg de EPO: una dosis Unica por via rectal (ejemplo 5)
Protocolo

Los ratones normocitémicos de 8 semanas de edad recibieron una dosis Unica del producto y 96 h después se les tomé
una muestra de sangre. Los experimentos se llevan a cabo con 3 ratas por lote.
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El recuento de los reticulocitos se realiza con un citémetro de flujo automatico.

Resultados

Productos Reticulocitos (%) Coeficiente de variacion (%)
Lote A: 50 Ul/kg de EPO s.c. 10,69 15,79
Lote B: 100 Ul/kg de EPO s.c. 11,24 18,51
Lote C: 50 Ul/kg de EPO por via rectal 6,19 13,67
Lote D: 100 Ul/kg de EPO por via rectal 11,93 16,70
Conclusiones

Los productos C y D (micelas inversas con eritropoyetina) tienen un impacto significativo sobre la eritropoyesis,
equivalente a la EPO administrada por via subcutanea.

Ejemplo 8: ENSAYO IN VIVO: modelos de ratas STZ diabéticas; insulina de liberacion prolongada
El producto utilizado es el preparado de acuerdo con el ejemplo 1.

Propésito del estudio: comparar la actividad hipoglucémica de la insulina de liberacion prolongada cuando se administra
por via subcutanea con la misma dosificaciéon que la insulina incorporada en las micelas inversas de acuerdo con la
invencién administrada por la via rectal.

Comentarios sobre las vias de administracion:

Los productos que contienen nanoparticulas lipidicas se degradan en el estomago y el duodeno, en particular por las
lipasas. La administracion a un sujeto se lleva a cabo preferentemente en la boca por absorcién a través de la mucosa.
Dado que este modo de administracion no esta disponible con las ratas, se ha seleccionado la via rectal porque permite
una absorcion a través de la mucosa tan eficaz como una administracion oral. Las sustancias absorbidas por la via
rectal no alcanzan el higado, como ocurre con las sustancias administradas por via oral y que pasan al torrente
sanguineo a través del tejido mucoso.

Via de administracion:

Lote 2: subcutanea

Lote 3: rectal

Productos administrados:

Lote 2: 5 Ul/kg de Umulin Zn

Lote 3: NP X: 5 Ul’kg de Umulin Zn en el vector micelar (ejemplo 1)
Cantidad administrada: 2 ml/(kg - dia) via sonda rectal

Método:

La administracion de estreptozotocina (STZ) a las ratas macho Wistar (peso: 250-300 g) por via intravenosa a una dosis
de 50 mg/kg proporciona una diabetes intermedia entre una diabetes insulinodependiente y una diabetes
insulinoindependiente (tipo 1y 2). A los 3 dias de la administracion, la glucemia se encontraba entre 20 y 30 mmol/l y
permanecio casi estable durante los siguientes 7 dias.

Las sustancias se administran diariamente durante 7 dias, y se realizan ensayos biolégicos de la glucemia en las
muestras de sangre recogidas a los dias 0, 3 y 7 del comienzo del tratamiento.

Resultados:
Lote 1 (control)

Ratas DO DO D3 D3 D7 D7

n.e Peso Glucemia Peso Glucemia Peso Glucemia
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25 261 24,96 234 28,13 223 23,05
31 226 28,56 194 29,21 191 24,22
32 262 11,36 259 15,31 260 13,30
34 288 19,64 208 19,83 199 18,54
50 252 22,99 250 22,39 256 26,46
66 255 18,62 242 16,69 240 14,59

Lote 2 (Umulin Zn)

Ratas DO DO D3 D3 D7 D7

n.t Peso Glucemia Peso Glucemia Peso Glucemia
52 264 25,41 301 5,99 302 6,01

72 220 28,66 201 3,97 221 4,30

73 239 28,25 221 5,28 210 5,21

74 221 28,45 210 4,48 220 4,78

75 227 29,20 215 4,51 213 4,64

77 230 30,77 221 5,06 220 5,05

Lote 3: NP X (nanoparticulas de Umulin Zn)

Ratas DO DO D3 D3 D7 D7

n.° Peso Glucemia Peso Glucemia Peso Glucemia
60 242 22,56 230 6,09 225 7,43

61 213 27,45 200 12,78 197 7,08

62 258 21,63 241 9,36 238 7,71

63 241 19,27 231 7,85 228 15,79

64 224 26,12 215 21,41 215 15,30

65 235 14,44 219 8,68 218 9,39
Conclusiones:

- La insulina Zn administrada por via subcutanea (lote 2) a una dosis diaria de 5 Ul/kg devuelve la glucemia a la tasa
normal.

- El producto NP X (nanoparticulas de insulina Zn, lote 3) tiene un impacto significativo sobre la glucemia: 72 h después
del comienzo del tratamiento, 4 de los 6 animales han vuelto a una glucemia normal equivalente a la conseguida con
una insulina administrada por via subcutanea. La biodisponibilidad de la insulina para dichos animales es similar a la
biodisponibilidad de la insulina cuando se administra por inyeccion.

La ligera diferencia de los resultados para la insulina inyectable en los dos animales se debe a las dificultades que se
suelen encontrar para la administracion por via rectal en los animales. La administracién oral en un humano permite
evitar tales dificultades.

Ejemplo 9: ENSAYO IN VIVO: modelos de ratas STZ diabéticas; insulina de accién rapida

Propdésito del estudio: comparar la actividad hipoglucémica y la biodisponibilidad de la insulina de accion rapida cuando
se administra por via subcutanea con la misma dosis de insulina que se incorpora en las micelas inversas de acuerdo
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con la invenciéon administradas por via rectal.
Protocolo

Se induce la diabetes en las ratas macho Wistar (peso: 150 a 200 g) mediante inyeccion i.v. de estreptozotocina (60
mg/kg). Después de 4 dias, las ratas tratadas exhiben una diabetes insulinodependiente acompafnadas, después de
5 varios dias, de una resistencia a la insulina. Los experimentos se llevan a cabo en 3 ratas por lote.

Solo se realiza una administracion, por via subcutanea para el producto de referencia, y por via rectal para los productos
de micelas (Mc) analizados.

La dosis de insulina es la misma para los productos de referencia y los productos de Mc analizados: 5 Ul/kg.

Grupos de tratamiento

10 - Grupo de control sin tratar con STZ
- Grupo de insulina de accién rapida (UMULINE de accion réapida), via subcutanea
- Grupo de insulina de accién rapida (UMULINE de accion rapida), via rectal
- Grupo de insulina de accién rapida (UMULINE en Mc) por via rectal
- Grupo de formulacion de Mc sin insulina por via rectal

15 Los ensayos de la glucemia y la insulinemia se realizan en 7 momentos de tiempo: 15 min, 30 min, 60 min, 120 min, 180
min, 360 min y 24 horas.

Resultados

Glucemia (mmol/l)

Tiempo (min) 0 15 30 60 120 180 360 1440
Control 19,98 20,13 21,59 21,37 20,18 19,65 18,91 19,68
Desviacién estandar 0,73 0,81 0,17 0,15 0,19 0,46 0,87 0,46
UMULINE rapidas.c. 21,76 17,57 9,25 482 359 444 19,22 21,91
Desviacién estandar 1,22 1,19 2,33 0,94 0,72 1,41 2,37 1,02
UMULINE en Mc 21,89 20,6 17,53 13,69 10,45 9,85 20,14 20,76
Desviacién estandar 0,97 1,19 1,38 1,15 1,21 1,02 2,58 1,17
Control de STZ 3,3 4 3,7 4,3 47 43 5 4,3
Desviacién estandar 0,3 0,6 0,3 0,7 0,9 0,3 0,6 0,3
UMULINE rapida s.c. 4,3 12,3 52,7 67,7 843 793 11,7 4
Desviacion estandar 0,7 1,5 2,8 7.4 4,4 7.5 1,5 0,6
UMULINE en Mc rectal 4 4,7 9 16,7 29 31 10,3 5
Desviacion estandar 0,6 0,9 1,2 1,9 5,6 2,1 1,3 1

20 Conclusion

La cinética de absorcion de Mc por via rectal es comparable a la de la via subcutéanea para la insulina rapida: Tméax = 2-
3 horas.

Las cinéticas de eliminacién son comparables.
La biodisponibilidad relativa de la formulacién de Mc en comparacion con la via subcutanea es del 55%, segun el ABC.

25 Ejemplo 10: Optimizacién de la cantidad de agua incorporada
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Protocolo

Se prepararon muestras que contienen cantidades relativas de Peceol®, sitosterol y etanol dadas en los ejemplos
anteriores variando la cantidad de agua en la que se solubilizan las proteinas. Se hizo una escala de dilucion
aumentando la cantidad de agua a incrementos del 0,3%.

Se homogeneizaron las muestras agitando a 35 °C, como se describié mas arriba.

Se determiné el impacto de la cantidad de agua sobre la estabilidad del sistema micelar inverso de forma visual
(turbidez) y mediante difraccién de rayos x de angulo agudo.

Resultados

A partir de agua al 6,9% en la composicién (a saber, el W es de aproximadamente 0,175) y mas, la microemulsién se
vuelve cada vez mas turbia y aparecen dos fases cuando se va aumentando la cantidad de agua. El porcentaje de agua
se expresa en peso de toda el agua:peso total de la composicion.

14
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REIVINDICACIONES
1.- Sistema micelar inverso que se obtiene mediante el método siguiente:

a) poner en contacto i) fitoesterol, ii) acilglicerol, iii) agua y iv) al menos un ingrediente terapéuticamente activo
hidrosoluble,

b) agitar la mezcla obtenida en la etapa a) a 40 °C o menos, y durante un tiempo suficiente para que se formen las
micelas inversas, llevandose a cabo dicha agitacién mecanicamente a una velocidad de 1000 a 5000 rpm o mediante
sonicacion.

2.- Sistema micelar inverso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la proporcién W = (agua)/(acilglicerol) es
preferentemente menor o igual a aproximadamente 2,5.

3.- Sistema micelar inverso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la proporcién en
peso de fitoesterol/acilglicerol oscila de 0,01 a 1.

4.- Sistema micelar inverso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la proporcion en
peso de fitoesterol/acilglicerol es mayor o igual a 0,1, mas preferentemente de 0,1 a 0,2.

5.- Sistema micelar inverso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la agitacion de
la etapa (b) se lleva a cabo a una temperatura que oscila de 30 °C a 38 °C.

6.- Sistema micelar inverso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la proporcién W
= (agua)/(acilglicerol) es menor o igual a aproximadamente 1.

7.- Sistema micelar inverso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el acilglicerol
presenta la formula siguiente (1):

CH,OR,

HOR,

CHOR,

en la que:

- Rt es un resto acilo de un acido graso lineal o ramificado, saturado o insaturado que tiene entre 14 y 24 atomos de
carbono, un atomo de hidrégeno, o una mono-, di- o trigalactosa o glucosa;

- R2 es un resto acilo de un acido graso lineal o ramificado, saturado o insaturado que tiene entre 2 y 8 atomos de
carbono;

- Rs es un resto acilo de un acido graso lineal o ramificado, saturado o insaturado que tiene entre 14 y 24 atomos de
carbono, o un atomo de hidrégeno.

8.- Sistema micelar inverso de acuerdo con la reivindicacion anterior, en el que al menos uno de Ry y Rs,
preferentemente s6lo uno de Ry y Rs, representa un resto acilo de &cido oleico (C18: 1[cis]-9).

9.- Sistema micelar inverso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 y 8 anteriores, en el que Rz es un
resto de acido oleico (grupo oleoilo), uno de sus isdmeros posicionales con respecto al doble enlace (cis-6,7,9,11 y 13)
o de uno de sus isémeros con ramificacién iso.

10.- Sistema micelar inverso de acuerdo con una de las reivindicaciones 7 y 8 anteriores, en el que R, representa un
grupo acetilo.

11.- Sistema micelar inverso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10 anteriores, en el que Rs
representa un atomo hidrégeno.

12.- Sistema micelar inverso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11 anteriores, en el que el
acilglicerol se selecciona entre el grupo que consiste en 1,2-dioleina y 1-oleoil-2-acetilglicerol

13.- Sistema micelar inverso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 anteriores, en el que el
fitoesterol es sitosterol.

15
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14.- Sistema micelar inverso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 anteriores, en el que el
agente terapéutico hidrosoluble es un péptido, un polipéptido, proteina, acido nucleico [ADN o ARN (mas
particularmente ARNi) o fragmentos de los mismos] o una composicion farmacéutica acuosa.

15.- Sistema micelar inverso de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el agente terapéutico hidrosoluble se
selecciona del grupo que consiste en insulina, eritropoyetina, leptina, factores de crecimiento, hormonas liberadoras de
la hormona de crecimiento, factores estimuladores de colonias, hormonas hidrosolubles (hormona paratiroidea o
fracciones o analogos de la misma), luliberina (LHRH) o andlogos de la misma (p. €j., nafarelina, buserelina, goserelina),
interferones, citocinas, polisacaridos (p. €j., heparina), compuestos similares a la heparina, ADN, fragmentos de ARN o
plasmidos, ARN interferente y agentes inmundégenos y/o de vacunacion.

16.- Composicion farmacéutica que comprende micelas inversas como quedan definidas en una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores y un soporte farmacéuticamnte aceptable.
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