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DESCRIPCION
Composiciones de gel

La presente invencion se refiere a unas composiciones de gel que comprenden unos restos gelificantes que se unen
entre si para formar un gel. La unién de los restos gelificantes depende del nivel de un analito especifico y puede ser
reversible. Tales geles se emplean en la supervision del nivel del analito en una muestra y en la administracién de
farmacos en respuesta a unos niveles anormales del analito.

En la técnica anterior, el documento WO 93/13803 da a conocer un gel que, en una realizacidon, comprende dextrano
y concanavalina A (Con A). Los residuos de glucosa terminales de dextrano se unen con la Con A, lo que da como
resultado la formacion de un gel de una viscosidad mas alta. La inversién de esta uniéon se produce cuando la
glucosa libre compite con los residuos de glucosa del dextrano por la unién con la Con A. De este modo, el gel es
sensible a la cantidad de glucosa libre con la que se pone en contacto. En ese sentido, el gel puede usarse como un
sistema de administracion de farmacos que usa un farmaco anti—hiperglucémico tal como la insulina. A unos niveles
normales de glucosa, el dextrano se une con la Con A y el gel conserva la insulina en su interior. No obstante,
cuando el nivel de glucosa se eleva, el grado de unién cae, liberando la insulina. En una situacion fisioldgica, la
liberacion de insulina dara como resultado que el nivel de glucosa caiga y el grado de unién aumentard, evitando de
este modo la liberacion de insulina adicional. De este modo, el sistema de administracion de farmacos forma un
sistema de “lazo cerrado” que tiene el mismo efecto que un pancreas que funciona normalmente, en el que se libera
insulina a medida que se precisa (cuando la glucosa hace que el gel experimente una transicion gel-sol) y se retiene
cuando no se precisa (cuando la falta de glucosa hace que el gel experimente la transicion sol—gel).

Geles similares se dan a conocer en Obaidat y Park, Biomaterials 18 (noviembre de 1997): 801 a 806; Obaidat y
Park, Pharmaceutical Research 12 (supl. 9 de 1995); Obaidat y Park, Pharmaceutical Research 13 (julio de 1996):
989 a 995; y Valuev, y col., Vysokomolekulyarnye Soedineniya Seriya A & Seriya B (1997): 751 a 754.

Un gel de este tipo se da a conocer para su uso como un sensor de glucosa en el documento DE-A-4203466. El gel
se ubica en un tubo semipermeable de manera que el cambio en la viscosidad del gel que es resultado del cambio
gel-sol reversible hace que la superficie del gel responda a una sefal de oscilacion. El grado de respuesta depende
de la viscosidad del gel y por consiguiente de la concentracion de glucosa. Un trabajo posterior describe la respuesta
de un gel de este tipo a la glucosa tal como se mide mediante la resonancia de plasmones de superficie (SPR,
Surface Plasmon Resonance) para medir la cinética de la respuesta en lugar de la viscosidad en si misma
(Ballerstadt y Schultz, Sensors and Actuators B Chemical, (1998), 46: 557 a 567). En lugar de producir un gel, se
inmovilizé una lectina sobre una superficie y se midi6 el desplazamiento de una lectina marcada con fluorescencia
con una optica laser. De este modo, este ultimo trabajo no usaba el cambio en la viscosidad como una medida de
los niveles de glucosa. De forma similar, el documento DE—-A—-4034565 describe la medicién de la lectina radioactiva
a partir de perlas de dextrano reticulado.

También en la técnica anterior, el documento US 4705503 da a conocer un detector de metabolito que tiene un gel
sensible a la glucosa como un controlador de flujo para la liberacidn de insulina. Los restos gelificantes son dextrano
y Con A, uno de los cuales puede estar covalentemente unido a una matriz de materiales en perlas, de malla o de
fibras.

El documento WO 01/16575 da a conocer un gel en el que se unen Con A y glucosa a un hidrogel. Cuando hay
glucosa libre presente, la reticulacion de hidrogel producida por la Con A y la glucosa unida se reduce y el hidrogel
se hincha, lo que da como resultado una sefial que se relaciona con la concentracion de glucosa.

Tauna y Taylor (1998), Pharm. Pharmacol Common. 4: 117 a 122, y Tanna y col. (1999), J. Pharm. Pharmacol., 51:
1093 a 1098 hacen referencia a unos geles de polisacarido—lectina reversibles, en los que los restos gelificantes,
dextrano y Con A, se unen de forma covalente entre si mediante la reaccién de Schiff.

El documento US 5889028 da a conocer un procedimiento para tratar una enfermedad inflamatoria intestinal
administrando localmente en el colon una cantidad efectiva de nicotina y un carbémero. El documento WO 98/22097
da a conocer un sistema de matriz de liberacién controlada que comprende una mezcla de poli(acido acrilico) y un
mondémero o un polimero polar. EI documento WO 00/09165 da a conocer conjugados de dextrano-leptina. El
documento US 5939094 da a conocer formas de dosificacion para la administracién transdérmica de la apomorfina.

Finalmente, el documento WO 99/48419 describe el uso de un circuito integrado sensible a la viscosidad para medir
el cambio en la viscosidad de un gel reversible (especificamente un gel de Ficoll-Con A) para determinar el nivel de
glucosa en una muestra que va a analizarse.

Un problema de los geles de este tipo es que son miscibles con agua y por consiguiente son propensos a
dispersarse. Este problema se hace particularmente acusado si se usan in vivo para detectar un analito particular,
debido a que los componentes del gel pueden dar lugar a una reaccién inmunitaria no deseada: de hecho, la Con A
es mitogénica. Por este motivo, los geles pueden estar encerrados por una membrana semipermeable que permitira
el paso del analito en contacto con el gel. No obstante, con el fin de que el gel reaccione a unos niveles cambiados
de analito dentro de un intervalo razonable, el analito debe ser capaz de pasar répidamente a través de la
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membrana semipermeable. Ademas, en las situaciones en las que va a liberarse un farmaco, la membrana debe
permitir una liberaciéon rapida. Para asegurar tal pasaje rapido, la membrana necesita tener unas aberturas
relativamente grandes y/o ser relativamente delgada, con el resultado de que los componentes del gel pueden
filtrarse a través de la membrana semipermeable. Por ejemplo, un gel del tipo que se describe en el documento WO
93/13803 es miscible en agua y debe confinarse en una membrana de poros pequefios para evitar una dispersion
rapida de los componentes gelificantes, especialmente en las formas de disolucion inducidas por unos niveles de
glucosa elevados. No obstante, los tamafios de poro (por ejemplo, 0,1 ym) que no limitan la velocidad para la
liberacion del hexamero de insulina de 36 kD aun permiten que escapen el tetramero de Con A de 110 kD y, en un
menor grado, el dextrano.

Es por lo tanto deseable producir un gel del tipo que se describe anteriormente que es menos propenso a
dispersarse.

La invencion se describira con referencia a los dibujos que los acompafian, en los que:

la figura 1 ilustra la polimerizacién de unos derivados de metacrilato de dextrano y Con A;

la figura 2 es una representacion esquematica de un copolimero de dextrano—Con A que es resultado de la
polimerizacion de unos derivados de metacrilato de dextrano y Con A;

la figura 3 ilustra cémo puede formarse una matriz cuando al menos uno de los componentes de la matriz
es al menos trivalente;

la figura 4 es una representacion esquematica de un gel de acuerdo con la presente invencion;

la figura 5 es una representacion esquematica de otro gel de acuerdo con la presente invencion;

la figura 6 ilustra la adicién de carbodiimida de una entidad que contiene amina, tal como la Con A, a un
soporte que porta carboxilos, tales como carbémero;

la figura 7 ilustra unas rutas de difusion de la insulina y unas estructuras antes y después de un injerto de
Con A en unas superficies de particulas de carbomero;

la figura 8 es una grafica que ilustra que la adicion de glucosa a un gel acuoso que se formula con dextrano
y Con A conduce a una pérdida de viscosidad;

la figura 9 es una grafica que muestra que la adiciéon de glucosa a unos geles con un contenido en
carbémeros que se formulan con dextrano y Con A conduce a una pérdida de viscosidad en el mismo
intervalo de concentraciones de glucosa que en una formulacién acuosa;

la figura 10 es una grafica que muestra que la adicién de glucosa a un gel con un contenido en carbémeros
que se formula con dextrano y Con A conduce a una pérdida de viscosidad tanto a 20 °C como a 37 °C;

la figura 11 es una gréfica que ilustra la reduccion de viscosidad tras la adicion de glucosa para unos geles
que contienen carbémero que se formulan con dextrano y Con A, y un gel acuoso que se formula con
dextrano y Con A, que se muestra como un porcentaje de la viscosidad original;

las figuras 12a y 12b son unas graficas que ilustran la liberacidn de proteinas a partir de un gel;

las figuras 13a y 13b son unas graficas que ilustran la liberacién de la Con A a partir de unos derivados de
metacrilato polimerizables de Con A que se han sometido a grados de polimerizacién variables;

la figura 14 es una grafica que ilustra la liberacion de insulina por un gel copolimerizado de acuerdo con la
presente invencion en presencia o en ausencia de glucosa; y

las figuras 15a—c son unas graficas que ilustran los valores de la tangente del angulo de pérdidas para una
composicion en ausencia de quimiotripsina a 20 °C, a 32 °C y a 37 °C respectivamente, y las figuras 15d—f
son unas graficas que ilustran los valores de la tangente del angulo de pérdidas para la composicion en
presencia de quimiotripsina a 20 °C, a 32 °C y a 37 °C respectivamente,

La presente invencién proporciona un gel reversible en el que el par de ligandos interactivos (los restos primero y
segundo) se retienen dentro del gel (es decir, se evita su filtrado a la zonas circundantes). Ademas, se evita la
separacion de fases de los componentes durante las etapas liquidas de los ciclos de gel-sol, asegurando de este
modo la yuxtaposicion de los restos primero y segundo y aumentando la vida util de la composicion. Evitar la
separacion de fases es también importante debido a que promueve una probabilidad continua de interaccion entre
los ligandos relevantes.

Los restos primero y segundo se unen de forma reversible entre si para formar un gel. Tanto el primer como el
segundo resto pueden contribuir igualmente a la formacion de gel. La sensibilidad del gel al nivel de dicho analito
surge debido a que el segundo resto gelificante también se une al analito. De este modo, el analito compite con el
primer resto gelificante y, cuando la concentracion del analito es lo suficientemente alta, evitara la unién de los
restos gelificantes primero y segundo, lo que da como resultado una disminucion en la viscosidad del gel. Tal como
se describe con mas detalle a continuacién, esta disminucion de la viscosidad puede usarse para la liberacion de un
farmaco o para proporcionar una indicacién del nivel del analito.

El enlace entre los restos primero y segundo se produce por unas fuerzas no covalentes tales como las fuerzas
hidréfoba, idnica, de enlace de hidrogeno y similares. Estas interacciones se han estudiado bien en la técnica y sus
efectos sobre el reconocimiento y la afinidad molecular se describen, por ejemplo, en Korolkovas y col., “Essentials
of Medicinal Chemistry”, pags. 44 a 81 Wiley, 1976.

El segundo resto es la lectina Con A. Las lectinas son proteinas de union a hidratos de carbono de las plantas y de
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los animales con una amplia variedad de especificidades para los hidratos de carbono, (Lis y col., Ann. Review of
Biochemistry, 42, 541 (1973); Goldstein y Hayes, Adv. In Carbohydrate Chemistry and Biochemistry, Vol. 35, Tipson
y Horton, eds. (Academic Press, Nueva York, 1978, pags. 128 a 341). Por ejemplo, la Con A, una lectina de la
Canavalia, tiene especificidad para la ao—D—manopiranosa y para la a-D-glucopiranosa; las lectinas de soja son
especificas para las unidades de a— y de f—D-N-acetilgalactosamina y de a—D-galactosa, y la lectina del germen
de trigo es especifica para la f—D—N-acetilglucosamina. Otra lectina es la lectina del guisante (Pisum sativum). El
primer resto es dextrano.

Puede usarse azul de dextrano (de Sigma). Este esta disponible en dos pesos moleculares (40K y 2 M), y
comprende dextrano covalentemente unido a un azul reactivo. Cada molécula de dextrano tiene muchos restos de
colorante unidos a ella, y la molécula es azul y tiene grupos amina libres del colorante que estan disponibles para su
acoplamiento. Cuando se realiza el acoplamiento con azul de dextrano, el producto es azul. Esto proporciona una
valoracién cualitativa y cuantitativa del éxito del acoplamiento.

Los restos primero y segundo se proporcionan en forma de copolimero. Esto se hace polimerizando derivados
preparados de los restos primero y segundo. En su forma mas simple, esto puede producir un polimero lineal que
porta ambos restos. Cualquier tipo de estructura principal de polimero producida por cualquier técnica de
polimerizacion relevante es adecuada para su uso en esta realizacion de la presente invencion.

Los derivados de metacrilato de la concanavalina A y del dextrano (sintetizados en primer lugar a partir del
polisacarido y de la lectina sin procesar, usando una reaccidon con anhidrido metacrilico) se polimerizan para
producir un polimero de estructura principal acrilica, que porta la concanavalina A y el dextrano como grupos
colgantes (véase la figura 1).

El dextrano puede realizar la derivatizacién de metacrilato (es decir, en la fase de prepolimerizaciéon con anhidrido
metacrilico) en muchos puntos a lo largo de su longitud, dependiendo el numero de las condiciones, debido a que
cada grupo hidroxilo de cada unidad de glucosa en la cadena de dextrano, es potencialmente susceptible a la
metacrilacion. Por consiguiente, los restos de dextrano pueden reticular permanentemente el copolimero lineal,
produciendo una gama de redes tridimensionales simplemente debido a que puede comenzar a formar cadenas de
polimero en cualquier punto en el que tiene una modificacion de metacrilato. A menos que el grado de reticulacion
sea muy alto, los productos consiguientes van a ser probablemente flexibles y gelatinosos debido a la longitud y la
movilidad del dextrano. La concanavalina A puede también ser multi-metacrilada, pero debido a que esta molécula
es globular, el producto puede ser un conglomerado y no un gel en el que una conexion de redes flexible se extiende
a través del mismo (véase la figura 2).

La caracteristica fundamental de los productos producidos por un proceso de polimerizaciéon tal como el que se
describe anteriormente es que son hidrdfilos, pero, en los casos en los que el producto de polimerizacion se hace
demasiado grande y es complicado que siga siendo soluble, el producto sencillamente se hincha con agua y no
forma una disolucién (se producen lentes de contacto blandas a partir de una versién no derivada de un acrilico de
este tipo). Los enlaces permanentes dictan las caracteristicas principales del producto en términos de sus
cualidades viscoelasticas, y de este modo los productos que tienen menos derivatizacion del dextrano y la
concanavalina A (por ejemplo) seran unos liquidos viscosos, mientras que los que tienen una modificacion extensiva
y por lo tanto permiten una reticulacion complicada, seran hidrogeles sélidos.

No obstante, los ligandos interactivos son capaces de conectarse a través de las cadenas de polimero de forma no
covalente produciendo un enlace temporal adicional con cualquiera de los enlaces permanentes que se producen
durante la polimerizacion (véase la figura 2). Son éstos los que son cruciales en términos de la union reversible del
gel debido a que, al estar en contacto con el analito, por ejemplo, una glucosa libre, los enlaces temporales se
desharan. Cuando esto sucede, se producira un cambio en las propiedades del producto y se hara mas permeable,
a medida que los poros tedricos a lo largo de la estructura reticular se abren y dejan sélo las reticulaciones
permanentes. Si la derivatizaciéon y la reticulacion permanente posterior del gel han sido apropiadamente bajas,
puede obtenerse como resultado un liquido viscoso cuando todos los enlaces permanentes y temporales estan en
su lugar. Cuando se afiade el analito, este liquido perdera viscosidad y, debido a que la reaccién es reversible, este
cambio gel-sol puede depender de la concentracion de analito que se ha difundido en el gel.

En un gel que comprende lectina y dextrano que no estan acoplados entre si o a otras particulas, la lectina esta en
su forma tetravalente natural que puede disociarse en unos dimeros estables a algunos valores de pH. Estos
dimeros son obviamente mas pequefios y presentan un riesgo mas grande de escaparse del gel. La combinacién de
la concanavalina A tetravalente y el dextrano multivalente (ramificado) produce un gel, que consiste en una red de
tres dimensiones estabilizada sélo con enlaces temporales. No obstante, los componentes pueden filtrarse al
exterior gradualmente cuando estén en el estado de sol: la separacion de fases puede no ser obvia pero puede
contribuir a una pérdida progresiva de accion después de varios ciclos.

No obstante, cuando se copolimerizan los componentes interactivos, cada componente puede ser monovalente, y
éste aun formaria un gel, tal como se ilustra en la figura 4. Por consiguiente, el gel no requiere unos restos
gelificantes primero y segundo que sean multivalentes. Pueden usarse unos dimeros de lectina (o unos tetrameros
estabilizados por la unién al entramado). El dextrano puede substituirse con una variedad de otras entidades
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portadoras de glucosa, lo que incluye una glucosa sencilla colgante No obstante, la glucosa sencilla colgante puede
reducir la flexibilidad del gel resultante y de hecho, alguna reticulacion permanente con el dextrano puede seguir
siendo util para proporcionar flexibilidad y evitar el filtrado al exterior en la fase de sol. Esto se muestra en la figura 5.

El gel de la invencién puede proporcionarse en combinacion con una membrana semipermeable o permeable. Unas
membranas adecuadas pueden ser de las de tipo dialisis, por ejemplo, con unos pesos moleculares limite de 10 K a
500 K o pueden ser unas membranas de tipo microfiltracién, por ejemplo, con unos tamafios de poro de 0,025 a
0,1 ym que pueden ser de celulosa o de policarbonato. Las primeras membranas se prefieren cuando el gel de la
presente invencion se usa como un detector y las ultimas se prefieren cuando el gel se usa en un sistema de
administracion de farmacos.

La transicion gel-sol de la composicion de gel del gel descrito en respuesta a unos niveles aumentados del analito
puede usarse para la liberaciéon de un farmaco, que actua preferentemente para reducir los niveles del analito. De
este modo, de acuerdo con un segundo aspecto de la invencién, se proporciona un sistema de administracion de
farmacos que comprende una composicion de gel de acuerdo con la invencién y un farmaco, estando el farmaco
contenido o bien (a) dentro de la composicidon de gel o bien (b) en un depdsito formando la composicion de gel una
barrera entre el depdsito y el area en la que el farmaco va a liberarse.

En el segundo aspecto, se pretende que “farmaco” signifique cualquier agente activo, cuya administraciéon tenga un
efecto terapéutico o profilactico deseado.

Tal como se menciona anteriormente, la union de los restos gelificantes primero y segundo, y por consiguiente la
viscosidad de la composicion de gel, es sensible al nivel de un analito. Este cambio en la viscosidad puede usarse
para controlar la permeabilidad de un soluto dentro del mismo. De este modo, las composiciones de gel de la
presente invencion pueden formar un cierre para un depdsito o un envase que contiene un farmaco. La liberacion del
farmaco con respecto al envase se rige por la viscosidad del gel, es decir, el nivel del analito. Alternativamente, el
farmaco puede estar contenido dentro del gel en si mismo. Esto se prefiere si la composicion de gel es sensible a la
glucosa (por ejemplo, un gel basado en Con A/dextrano) y el farmaco que va a liberarse es un farmaco anti—
hiperglucémico tal como la insulina. Es también posible que un gel sensible a la glucosa se use para controlar la
liberacion de un farmaco cualquiera, controlandose la liberacion del farmaco mediante la administracion de glucosa
al paciente.

Cuando el sistema de administracion de farmacos de la presente invencidén se usa para administrar insulina, se
prefiere que se use por via intraperitoneal debido a que esto permite que la glucosa alcance el sistema rapidamente
y que la insulina se libere rapidamente, a que por ejemplo el sistema se use de forma subcutanea. Ademas, el fluido
peritoneal tiene un nivel de glucosa que refleja los niveles de glucosa en sangre. Esto no pretende indicar que el
sistema no pueda usarse de forma subcuténea o incluso externamente — la ubicacion deberia seleccionarse de tal
modo que se adecue a la condicién que va a tratarse y al farmaco que va a liberarse.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un sensor para detectar el nivel de un analito,
comprendiendo el sensor una composicién de gel de acuerdo con la invencién y unos medios para detectar la
viscosidad del gel.

El cambio en la viscosidad de las composiciones de gel de la presente invencién en respuesta a unos niveles
alterados de analito significa que las mismas pueden usarse para supervisar los niveles de analito.

La viscosidad del gel puede detectarse de la forma que se describe en el documento DE-A-4203466, Ballerstadt y
Schultz, Sensors and Actuators B Chemical, (1998), 46: 557 a 567, en el documento DE-A-4034565 o en el
documento WO 99/48419.

Con el fin de ser capaz de supervisar unos cambios en los niveles de analito casi en tiempo real, el analito debe ser
capaz de difundirse con facilidad a través de la composicidén de gel y, cuando esta presente, de la membrana. Tal
como se menciona anteriormente, las composiciones de gel de la presente invencién permiten esto sin un escape
por parte de los componentes de gel. Con el fin de aumentar adicionalmente los tiempos de respuesta, es deseable
detectar la viscosidad de una capa muy delgada de gel (por ejemplo, 4 mm o menos, preferentemente de 0,1 a
2mm, a pesar de que también se contempla una monocapa dentro de la invencién). En tales casos, es
particularmente importante evitar la pérdida de gel.

La invencion se describira ahora adicionalmente en los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Introduccion

Se ha mostrado anteriormente que las formulaciones de concanavalina A (Con A) y de dextrano son sensibles a la
glucosa. La Con A es una proteina con un receptor de glucosa en cada una de las subunidades que contribuyen a la
estructura. La proteina es dimérica por debajo de un pH de 5,8 si bien es tetramérica entre un pH de 5,8 y de 7,0,
punto por encima del cual comienza a formar unos conglomerados mas grandes. Los receptores dan cabida a una
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glucosa libre si bien también a las unidades de glucosa terminales en los polisacaridos tales como el dextrano.
Debido a que el dextrano es multivalente en su complemento de tales terminales, una adicién con la lectina produce
unas estructuras complejas que pueden ser o bien un precipitado o bien gelatinosas. Las estructuras se
desestabilizan mediante la adicion de glucosa libre que compite por la ocupacién de los sitios de receptor. En
circunstancias en las que la glucosa se afade a una formulacién gelatinosa de la mezcla, la viscosidad cae
abruptamente si bien se recupera si la glucosa se dializa al exterior. Este mecanismo constituye la base de un
dispositivo de administracion para unos agentes hipoglucémicos tales como la insulina que se difundirian mas
lentamente a través del gel si los niveles de glucosa en el entorno fueran bajos pero que puede hacerse funcionar a
una velocidad de administracion mas alta si la viscosidad se redujera mediante el contacto con la glucosa.

Un problema con este disefio es la tendencia de los componentes a filtrarse al exterior del gel. Los componentes
pueden dispersarse en agua cuando el gel se deshace y se requiere algun medio mediante el que la forma sol se
estabilice para evitar la pérdida a partir de la formulacién pero que no evite los cambios de viscosidad de los que
depende el disefio. En el siguiente Ejemplo comparativo 1, la lectina se expuso a un método para ligarla de forma
covalente a un carbémero que se produce comercialmente de los tipos Carbopol 974 y 934 (a los que se hace
referencia como C974 y C934). Estos materiales son derivados del poli(acido acrilico) que se han reticulado de
forma tridimensional para producir unas entidades gelatinosas, si bien granulosas, cada una con un peso molecular
de varios billones. El enlace se ha hecho con clorhidrato de 1-etil-3—(3—dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC),
mediante cuya accidn se proporciona una estructura intermediaria temporal entre el EDAC y un resto de carboxilo
(en este caso a partir de los sitios de carbomero (véase la figura 6)). El intermediario puede entonces ligarse con
grupos de aminas, tal como se encuentran en las proteinas incluyendo la Con A en sitios de terminal y de lisina. Esto
da como resultado la formacion de una unién de amida y la pérdida del residuo de EDAC. La Con A puede hacerse
efectivamente conjugada con el carbomero tal que la superficie de las particulas de carbémero se recubren
permanentemente con lectina.

Los carbomeros C934 y C974 se diferencian de muchos geles poliméricos en que, a pesar de que son ambos
reticulados, ninguno es una estructura integra. Cada particula hidratada es en efecto un hidrogel discreto y unas
regiones acuosas intersticiales la separan de las particulas vecinas. Esto significa que unas moléculas grandes
como la insulina pueden difundirse a través de un gel de carbémero de este tipo mas rapidamente (figura 7a) que a
través de unos geles hechos de polimeros lineales (lo que incluye tipos de carbdmero lineales) o a través de unos
hidrogeles ordinarios. En ambos casos indicados en ultimo lugar, las obstrucciones son mas grandes debido a que
los entrelazamientos fisicos y quimicos se producen respectivamente a lo largo de las estructuras y bien pueden ser
determinantes para la velocidad para el transporte de insulina.

Reactivos

Carbopol 974 (C974), Carbopol 934 (C934) de BF Goodrich

EDAC [clorhidrato de 1—etil-3—(3—dimetilaminopropil)carbodiimida], de Sigma
MES [acido 2—(N—morfolino)etanosulfénico], de Sigma

PBS (solucion salina tamponada con fosfato, pH 7,4 y 5,9)

NaOH (microgranulos y disoluciéon 1 M), Fisher Scientific

dextrano (masa molecular relativa de 2.000.000), de Sigma

azida de sodio, de Sigma

concanavalina A, de Sigma

agua destilada

HCI (acido clorhidrico) 1 M, BDH

Ejemplo comparativo 1 — Produccién del gel y medicion de la viscosidad

Se prepar6 una dispersion de carbémero al 1 % p/p en un tampén de MES 0,1 M, se ajustd a neutro y se agitd hasta
que fue transparente. Se afiadié entonces Con A a ésta de tal forma que la concentracién final fue también de
aproximadamente 1 % p/p y el pH se mantuvo neutro. El sistema se conjugd entonces usando EDAC 50 mM,
extinguiéndose la reaccion después de agitarla durante tres horas a temperatura ambiente diluyéndola con PBS con
un pH de 5,9 y centrifugando los lavados a partir del carbémero conjugado deshidratado parcialmente hasta que los
lavados no revelaron ninguna Con A adicional en el sobrenadante. La proteina total retirada se calculé ensayando
unos lavados a granel y filtrados a 276 nm. La eficiencia de acoplamiento fue superior a un 90 %. Una cantidad de
1 g de una disolucion de dextrano D2M de 20 % p/p (pm de 2 millones) en PBS (pH 7,4, preservada con azida de
sodio al 0,01 %) se afiadi6 entonces al conjugado de carbomero—Con A neutralizado y se mezclé de forma
exhaustiva. El producto final por lo tanto contiene 200 mg de cada uno de carbémero y de dextrano D2M. El pH del
gel se ajustd entonces a 7,4 usando NaOH 1 M y se obtiene como resultado un gel rigido y sensible a la glucosa. El
peso final es ligeramente variable, dependiendo de los ajustes finales de pH y los contenidos se calculan en
consecuencia.

Tanto el C974 como el C934 se conjugaron de esta forma y se sometieron a un ensayo de viscosidad en presencia
de unas concentraciones variables de glucosa. Las mediciones de viscosidad se obtuvieron usando un viscosimetro
de cono y placa RS75 de Haake Rheostress en un modo de rotacion continua en el que la velocidad de corte se
intensificé entre 0 y 5 s™'. Los valores de viscosidad que se corresponden con un valor de velocidad de corte de 5 s
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se usaron para comparar los geles en las concentraciones de glucosa entre 0 y 5 % p/v. Los geles se compararon a
20 °C y el producto del C934 se midi6 también a 37 °C.

Se calculd que los conjugados producidos a partir de los carbdmeros granulosos, C974 y C934, tenian
composiciones tal como sigue:

C934 (codigo de formula E100) C974 (cddigo de férmula E87-5)
Carbdémero 2,6 % p/p 2,7 % plp
Dextrano D2M | 2,6 % p/p 2,7 % plp
Con A 2,4 % plp 2,5 % plp

Las formulaciones fueron mas bien opacas en comparacion con la extrema transparencia de los geles de carbémero
a partir de los cuales se obtienen. Es probable que el protocolo en el que la Con A se afiadi6 en presencia de EDAC
en exceso haya producido una variedad de productos que puede incluir unas cadenas de lectina afiadidas al
carboémero. Esto se debe a que la Con A también tiene unos grupos de carboxilo que son vulnerables a la accién de
EDAC. No obstante, este procedimiento dio un resultado en el que la Con A se ligd en una alta proporcion y se uso
de forma preferente, en esta etapa, sobre uno en la que la reaccion carbémero—EDAC se enfridé bruscamente antes
de afiadir la Con A.

En términos de la evaluacion del rendimiento de las formulaciones, es util comparar estos productos con unas
combinaciones acuosas simples de dextrano 2DM y de Con A sin carbémero. No obstante, una analogia directa no
fue posible, debido a que la Con A al 2,5 % forma sélo precipitados con bajas concentraciones de dextrano en
adiciones acuosas libres de carbémero. Por consiguiente, la Con A al 2,5 % se combin6 con D2M al 10 % p/p para
formar un gel de baja viscosidad. Esta concentracion de dextrano en presencia de carbomero dio un producto
demasiado viscoso para ser util en el estudio y el contenido de dextrano en las mismas es de aproximadamente un
3 % plp.

La figura 8 muestra que la adicién de glucosa produce una caida progresiva en la viscosidad de la formulacion
acuosa principalmente en las concentraciones de glucosa de 0 a 0,5 % p/p (resaltadas en la grafica), que es un
intervalo relevante para el disefio de productos utiles en el control de la diabetes mellitus. La respuesta depende de
la estequiometria del mecanismo de desplazamiento que se describe anteriormente y es por lo tanto una funcién de
las concentraciones relativas del dextrano y de la glucosa. Es esta respuesta la que es importante conservar.

Los resultados en la figura 9 muestran una caida en la viscosidad en un intervalo de glucosa similar al la formulacion
acuosa, demostrando que la sensibilidad a la glucosa se ha impuesto sobre las particulas de carbémero. No
obstante, los niveles de viscosidad de referencia, en los que las uniones lectina—dextrano se han invertido con la
glucosa, son mucho mas altos cuando hay un carbémero presente debido a la viscosidad de este polimero.

La figura 9 también indica que la adicién del dextrano y de la Con A ha aumentado la viscosidad del producto libre
de glucosa en una cantidad mucho mas grande en los sistemas de carbémero que en los acuosos normales, a pesar
del contenido de dextrano mas bajo usado en las formulaciones con un contenido en carbémero. Esto significa que
la respuesta de la glucosa, en términos del cambio en la viscosidad, es de una magnitud mas grande en las
formulaciones de carbémero que en la acuosa, tal como se muestra también en la figura 9. Este parece ser también
el caso si no hay un enlace covalente de la lectina con el carbémero (no se muestra) y es por lo tanto una funcion de
la presencia del carbémero en el sistema dextrano—Con A. Una explicacion para esto se refiere a la heterogeneidad
de la dispersion de carbémero que se discutié anteriormente. El dextrano y la Con A se limitan a los intersticios
debido a que su tamafio (pm de 2 millones y de 100,000, respectivamente) debe excluirlos con respecto de los
interiores de las particulas de C974 y de C934. Sus concentraciones localizadas deben por lo tanto ser mucho mas
altas que las concentraciones totales debido a que los intersticios forman una fraccién del volumen total. Esto explica
la diferencia en las propiedades fisicas del complejo que se forma entre el dextrano y la Con A a las concentraciones
muy bajas que se usan en los sistemas de carbémero en comparacion con unos sistemas completamente acuosos,
tal como se describe con anterioridad. En los sistemas de carbomero, la microviscosidad de la region intersticial
claramente contribuye mucho a la sensibilidad a la glucosa de la formulacion. No obstante, los cambios en la
macroviscosidad provocados por la glucosa, tal como se detectdé en este experimento, no parecen ser simplemente
un promedio para un compartimento granuloso inerte y uno intersticial activo debido a que los cambios inducidos por
la glucosa son mucho mas grandes que en el sistema acuoso homogéneo. Esto parece implicar que la viscosidad
intersticial no es el unico motivo para la sensibilidad a la glucosa aumentada de este sistema si bien es probable que
su presencia tenga influencia sobre la libertad de movimiento de las particulas en el gel como un todo y de este
modo tiene un efecto adicional sobre su macroviscosidad.

Una caida de viscosidad similar se produce a 37 °C, tal como se muestra en la figura 10 para el conjugado de C934.
Los valores de viscosidad y los cambios a 37 °C son ambos mas bajos que para 20 °C como puede anticiparse a
partir de los comportamientos similares de ambos carbémeros y de las formulaciones acuosas y libres de carbomero
del dextrano y de la Con A (de las que no se muestra ninguna). No obstante, el sistema es claramente, a una
temperatura fisiolégica, un detector de glucosa sensible.
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En los sistemas examinados a 20 °C, el cambio en la viscosidad cuando se expresa como una fraccion del valor
original es mas bajo para los sistemas de carbémero que para los sistemas acuosos, como se muestra en la figura
11, a pesar de los valores absolutos mas altos.

La razén principal para desear ligar de forma covalente la lectina con el carbomero es evitar su escape con respecto
de la formulacién sin sacrificar la actividad. Los cambios de viscosidad inducidos por la glucosa muestran que,
después de lavar el carbdmero varias veces centrifugando el sobrenadante a partir del mismo, éste tiene
sensibilidad a la glucosa. Esto sugiere que la lectina se ha anclado con éxito a la superficie de la particula de
carbomero usando EDAC como agente de enlace. Una mezcla de carbémero y lectina normal no retiene la actividad
cuando se lava de esta forma (no se muestra).

Ejemplo comparativo 2 — Difusién de la insulina

Los geles que se describen en el Ejemplo 1 se sometieron también a unos ensayos de difusiéon de la insulina a
37 °C. En estos experimentos, se usaron seis pequefas células de administraciéon, cada una capaz de contener 0,5
ml de disolucién de insulina o una disolucién control de tampén. Cada una se monté vacia en unos vasos receptores
de temperatura regulada, que contienen 10 ml de tampodn y estaban conectados mediante un flujo individual a través
de unos sistemas a un espectrofotometro Lambda 40 de Perkin Elmer, programado secuencialmente para explorar
cada disolucion de receptor entre 250 y 500 nm a unos intervalos de diez minutos. Las células se llenaron mediante
una jeringa en los instantes requeridos y entonces se cerraron herméticamente usando una disposicion con llave de
paso para hacerlas estancas al agua. En cada célula, una capa delgada del gel se intercalé entre dos membranas
de filtro de tal forma que la insulina se difundié a través del gel desde el depdsito con el fin de alcanzar la disolucion
de receptor. Puede afadirse glucosa a las disoluciones de receptor individuales en la concentraciéon requerida en
cualquier instante durante el experimento. Para retirar la glucosa, el fluido de receptor se reemplazé entre las
lecturas con un tampdén nuevo a 37 °C, el flujo a través del circuito se lavé y el tampoén se reemplazé de nuevo antes
de que tocara realizar la siguiente lectura.

Para las células de difusion que contienen insulina, la adicion de glucosa en los puntos que se muestran en la figura
12a ha dado como resultado un rendimiento aumentado en un plazo de aproximadamente 60 minutos respecto de la
adicion de glucosa al 0,5 %. La figura 12b muestra los resultados respecto de las células de control que contienen
un tampon y representa que la glucosa ha causado la liberacion de la Con A. Esto indica que la pérdida de la Con A
respecto de la capa de gel se ha minimizado debido a que, en unas dispersiones acuosas, se hubiera producido una
liberacién inducida por la glucosa similar a la de la insulina (no se muestra). A pesar de que se ha mostrado por lo
tanto que la pérdida de la Con A es casi inapreciable, se ha corregido no obstante este efecto en los resultados en la
figura 12a. Ademas, se ha hecho una correccion tanto en los sistemas de control como en los de insulina, para una
densidad optica tal como se mide a 460 nm. La densidad Optica es una medida de la precipitacion de proteinas, lo
que incluye la produccion de fibrillas. La fibrilacién es un problema mucho mas grande con la insulina que con la Con
A en este experimento. Se obtiene como resultado a partir de la aplicacion de fuerzas de corte tal como
experimentarian unas disoluciones que circularan a través de una bomba peristaltica. La velocidad de flujo en el
sistema de circulacidn del receptor al espectrofotdmetro se mantuvo tan baja como fue posible en este experimento
para reducir el problema, de una forma consistente con el mantenimiento del proceso de liberacion respecto del
dispositivo como el proceso de determinacién de la velocidad. El efecto necesita compensarse mediante la
substraccién respecto del perfil de 276 nm, no obstante, debido a que no permanece constante a lo largo del
experimento a medida que la glucosa se retira mediante el reemplazo de fluido y debido a que es una funcién no
constante de la concentracion de proteinas.

El resultado del enlace covalente de la lectina con los carbomeros C934 y C974 y su combinacion con el dextrano ha
mantenido por lo tanto la actividad de la mezcla del dextrano y de la Con A dependiente de la glucosa en términos
del control de la difusion de la insulina como una funcién del contenido en glucosa. Esto se ha llevado a cabo a una
concentracién de glucosa que representa un estado bastante grave de diabetes. El procedimiento también ha creado
una formulacién a partir de la que la Con A no puede filtrarse a través de unas aberturas mas pequefias que las que
conservan carbémeros en la capa de gel. Debido a que los carbdmeros como el C934 y el C974 tienen unos pesos
moleculares de billones (y un tamafo de particula en un intervalo de micrometros), esto permite efectivamente el uso
de unas membranas de restriccion de poros muy grandes en la configuracion que se describe en este ejemplo. La
ventaja de esto es que el gel en si mismo — y no las membranas de celulosa entre las que se intercala el gel — seran
determinantes para la velocidad para la insulina. Esto ha constituido un problema en unas mezclas no conjugadas
que requieren unas membranas de poros con un limite molecular cercano al tamafio de la insulina con el fin de
retener la lectina.

Los datos que se presentan en los Ejemplos comparativos 1 y 2 indican que es posible producir unos conjugados
poco usuales entre unos carbdémeros granulosos, tales como el C974 o el C934, y un segundo componente, tal
como una proteina, en los que pueden preservarse algunas de las caracteristicas quimicas de la proteina. En este
caso, la Con A se ha ligado a unos carbédmeros reticulados para producir unos sistemas en los que las regiones
intersticiales de las formulaciones se han hecho sensibles a la glucosa. Se ha usado el procedimiento de EDAC, si
bien son posibles otras alternativas. Si se afiade dextrano a este conjugado, el sistema se hace viscoso debido a los
enlaces temporales que se forman entre la lectina y los extremos ramificados en el dextrano. La viscosidad de este
sistema es entonces una funcidon del contenido libre de glucosa debido a la competicién por los receptores de
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glucosa en la lectina. Este mecanismo funciona bien en las mezclas simples de Con A y de dextrano pero funciona
de una forma mejorada en la formulaciéon conjugada de forma covalente. Parece ser que esta mejora se relaciona
con la estructura heterogénea de los geles de carbdmero granuloso en los que los complejos de lectina—dextrano se
forman en esa fraccién del sistema entre particulas, creando unas altas concentraciones localizadas de los
componentes sensibles a la glucosa. Se ha mostrado que estas formulaciones conjugadas producen unas
reducciones dependientes de la glucosa en la macroviscosidad. También han sido capaces de transmitir insulina de
una forma relacionada con la glucosa sin la pérdida de lectina libre. La ultima permanece unida de forma covalente a
las particulas de carbémero y por lo tanto retenida por los tamafios de poro de la membrana que sélo necesitan ser
lo bastante pequefios como para retener las particulas de carbdmero, lo que de este modo compromete el proceso
de determinacion de la velocidad en este sistema de transporte dependiente de la glucosa.

Ejemplo 1 — Geles copolimerizados
Procedimientos
Metacrilacién de concanavalina A

La concanavalina A se someti6 a reflujo a 50 °C durante de 2 a 3 horas con anhidrido metacrilico en solucién salina
tamponada con fosfato a 7,4. 500 mg de Con A se disolvieron en 10 ml de solucién salina tamponada con fosfato en
un matraz de fondo redondo de 50 ml y se les afiadieron 0,05 ml de anhidrido metacrilico destilado. Después del
reflujo, la reaccion se enfri6 bruscamente con agua destilada (20 ml) y toda la disolucion se dializé frente a agua
destilada durante 2 dias para retirar los productos de pm < 12 a 14,000. Este proceso no puede eliminar Con A no
ligada.

Metacrilacion de dextrano

Una cantidad de dextrano de D500 de 10 g, de pm 500.000, se pes6 y se sec6 sobre pentdxido de fosforo.
Separadamente se secd dimetilesulféxido (DMSO) sobre hidruro de calcio y entonces se destild. Una cantidad de
100 ml de DMSO destilado se afiadié entonces al dextrano secado y la mezcla resultante se agité para disolverse a
50 °C sobre un bafio de aceite. A esto se afiadieron 200 mg de dimetilaminopiridina (DMAP) y 2,77 ml de anhidrido
metacrilico destilado. La mezcla se agitd entonces a 50 °C en el bafio de aceite durante 24 horas bajo reflujo. La
precipitacion se logré afiadiendo gota a gota a 1 | de acetona para dar copos blancos de metacrilato de dextrano. El
producto se disolvio entonces en 500 ml de agua destilada y se dializ6 frente a agua destilada para retirar productos
de pm pequefio tales como DMSO, DMAP y anhidrido metacrilico.

Reticulacion uv de los derivados metacrilados

Un iniciador, Irgacure (fotoiniciador, de Ciba Speciality Chemicals), se usé para iniciar un proceso de curado de uv.
Se afadieron 20 pl de una disolucién acuosa de 40 mg/5 ml de Irgacure. La muestra se irradié entonces a 365 nm a
10 mW/cm? durante un tiempo predeterminado, que se divide para una irradiacion igual a ambos lados de una
pelicula espaciada entre placas de vidrio.

Las variables en el sistema son:

concentracién de componentes

concentracion de iniciador

grado de substituciones del dextrano y de la Con A
tiempo de irradiacion

Estas variables permiten que se hagan unos geles de una amplia variedad. En el siguiente caso, se vari6 el tiempo
de irradiacion entre 2 y 50 minutos.

Ensayos de difusion

Los geles hechos tal como se describe anteriormente se sometieron entonces a los mismos ensayos de difusion tal
como se hace referencia en el Ejemplo 2 y los resultados fueron tal como sigue:

Resultados

En la figura 13a, se representa el filirado a partir de unos derivados metacrilados polimerizables de la proteina Con A
antes y después de la provocacién con la glucosa (experimento realizado a 37 °C, usando unos filtros de tamario de
poro de 0,2 ym, y una concentracion de desencadenamiento de glucosa de 1 % p/v). El aumento del tiempo de
radiacion de un gel sometido a uv y un iniciador apropiado, conduce a una reduccién en el pico de proteina
producida a medida que el gel se ablanda al entrar en contacto con la glucosa. Unos tiempos de irradiacion cortos
(por ejemplo, de 5 min — simbolos de triangulos) no logran esto, mientras que el tiempo de curado de 20 minutos
(simbolos de diamantes) produce soélo un filtrado ligero. La polimerizaciéon ha conseguido por lo tanto el objetivo de
bloquear la proteina dentro de estos geles irradiados durante un tiempo mas largo, pero aun no rigidos. No obstante,
la comparaciéon con el control libre de gel (simbolos de cuadrados rellenos) muestra que se produce alguna
liberacion de proteinas a su través, aunque ligera, incluso con una irradiacion de 20 minutos.
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La figura 13b muestra que unos tiempos de irradiaciéon mucho mas largos resuelven este problema y que 50 minutos
parecen proporcionar un producto que apenas pierde proteinas en absoluto, o bien antes, o bien durante o bien
después de la adicion de glucosa. Este es también no rigido y por lo tanto adecuado para el fin.

La figura 14 indica que bajo estas condiciones de filtrado de componentes minimizado, la glucosa puede mostrarse
para provocar una liberaciéon de insulina a partir de un depédsito que se mantiene bajo una capa de gel en una
configuracion exactamente anéaloga. El gel es por lo tanto capaz de respuesta, de tal forma que se libera la insulina,
si bien no se filtrara fuera el componente de proteina Con A . El gel parece reformarse después de la retirada de la
glucosa, de modo que el flujo de insulina se restaura a los niveles anteriores a la glucosa. Estos medios son
verdaderamente reversibles, lo que implica que no se pierde ningin componente de gel.

Conclusién

La polimerizaciéon es un procedimiento efectivo para producir unos geles que son tan sensibles como las mezclas
normales pero que resisten la tendencia a perder componentes.

Ejemplo comparativo 3 — Conjugacion de gelatina: carbémero con EDAC

La conjugacién entre gelatina y carbémero se ha realizado con clorhidrato de 1-etil-3—(3—dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDAC), que proporciona una estructura temporal intermediaria entre el EDAC y el resto carboxilo de
carbémero. Los enlaces intermediarios con los grupos de aminas, tales como se encuentran en gelatina en los sitios
terminales y de hidroxilisina, entre otros. La gelatina se conjuga efectivamente con el carbomero de tal forma que la
superficie de las particulas de carbdmero se recubre permanentemente con gelatina mientras que el residuo de
EDAC abandona el sitio de enlace permanente. El procedimiento en este caso promueve algun enlace gelatina—
gelatina ademas del enlace carbomero—gelatina debido a que en la gelatina se producen tanto carboxilos como
aminas. Esto no supone una desventaja debido a que significa que toda la gelatina que se afade, incluso a unas
concentraciones bastante altas es probablemente que se ligue, incluso de forma distante, al soporte de carbémero,
que por lo tanto puede tener no simplemente monocapas sino multicapas de gelatina ligadas a cada micro— (o mini—
Jparticula de carbémero hidratada del gel. No obstante, el procedimiento puede modificarse para producir el
intermediario (entre el carbémero y EDAC), lavarse para retirar el EDAC en exceso y entonces ligar la gelatina, caso
en el que el contenido en gelatina se minimizara (sélo en el caso de monocapa).

Cada particula de carbémero hidratado 974 o 934 es un hidrogel discreto y separado de los otros por unas regiones
acuosas intersticiales. Esto significa que la gelatina ligada a la superficie puede aumentar la viscosidad de los
intersticios hasta que se hidroliza por la enzima o por una accién quimica.

Reactivos

Carbopol 974 (C974), Carbopol 934 (C934) de BF Goodrich

EDAC [clorhidrato de 1—etil-3—(3—dimetilaminopropil) carbodiimida], de Sigma MES [acido 2—(N—morfolino)
etanosulfonico], de Sigma

PBS (solucion salina tamponada con fosfato, pH 7,4 y 5,9)

NaOH (granulos y disolucion 1 M), Fisher Scientific

azida de sodio, de Sigma

gelatina, de Sigma

agua destilada

HCI (acido clorhidrico) 1 M, BDH

Procedimiento

Se prepar6 una dispersion de carbémero 1 % p/p en un tampén de MES 0,1 M, se ajustd a neutro y se agité hasta
que fue transparente. Se afiadié entonces gelatina a ésta de tal forma que la concentracion final fue de entre 0 y 8 %
p/p, dependiendo del producto deseado y el pH se mantuvo neutro. El sistema se conjugd entonces usando EDAC
50 mM, enfriandose bruscamente la reaccion después de agitarla durante tres horas a temperatura ambiente
diluyéndola con PBS con un pH de 5,9 y centrifugando lavados a partir del carbémero conjugado deshidratado
parcialmente hasta que los lavados no revelaron ninguna Con A adicional en el sobrenadante. La proteina total
retirada se calculé ensayando unos lavados a granel y filtrados a 276 nm. El pH del gel se ajust6 entonces a 7,4
usando NaOH 1 M y se obtiene como resultado un gel rigido, que responde a unas temperaturas por encima de los
37 °C ablandandose de forma significativa, debido a la influencia de la gelatina.

Realizacién de ensayos de reologia

Se sometieron unos geles con un contenido de un 8 % en gelatina y de un 2 % de carbdmero 974 a una realizacion
de ensayos reoldgicos. Los ensayos apropiados son los ensayos oscilatorios y no destructivos que se presentan en
este caso en términos de la tan delta o tangente del dngulo de pérdidas. Este pardmetro es la proporcion de los
modulos viscoso y elastico y en consecuencia un valor unitario indica que las contribuciones a partir de cada uno de
éstos es igual. Un valor mas grande que uno significa que el material ha adquirido un caracter mas liquido. Por lo
tanto se hacen barridos de esfuerzo y de frecuencia con la intencion de una evaluacion de los perfiles de tan delta.
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Los resultados se muestran en las figuras 15a—f. En estas graficas, los perfiles se han medido tanto a través del
esfuerzo como de la frecuencia lo que proporciona unas graficas tridimensionales que claramente indican una
actividad de quimiotripsina en términos de tan delta aumentadas, particularmente a unos valores de esfuerzos mas
altos, siendo éstos mucho més bajos con un contenido de enzimas cero. La excepcion a esto se da a temperaturas
que se aumentan por encima de los 37 °C, la temperatura a la que se funde la gelatina. De este modo, a 37 °C, este
sistema no seria efectivo debido a que el material ya se habria ablandado mucho sin una enzima. Afortunadamente,
la temperatura de la piel es de alrededor de 32 °C, a la que el efecto es tan perceptible como a 20 °C.

Este ensayo, con una enzima muy similar a una enzima quimotriptica de estrato cérneo (SCCE, stratum corneum

chymolryptic enzyme) que se encuentra sobreexpresada en la placa psoriasica, sugiere que el material perderia
viscosidad de forma selectiva sobre la placa y no sobre un tejido normal, de forma muy similar a como se hace en
estas condiciones artificiales. La difusibilidad de los farmacos a través de la fase rica en gelatina (es decir, las
regiones intersticiales del material), se relaciona con la viscosidad en la misma y la conclusion es que la
administracion de farmacos se aumentaria en areas sobre una piel anormal.
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon de gel que comprende unos restos gelificantes primero y segundo que se unen de forma
reversible entre si para formar un gel, en la que

(a) el primer resto gelificante es dextrano y el segundo resto gelificante es concanavalina A,
(b) los restos gelificantes se copolimerizan mediante derivados de metacrilato de polimerizacién de los
mismos, siendo el copolimero una estructura principal de polimero que porta los restos gelificantes.

2. Una composicién de gel tal como se reivindica en la reivindicacion 1, en combinacién con una membrana
semipermeable o permeable.

3. Un sistema de administracion de farmacos que comprende una composicion de gel tal como se reivindica en
cualquier reivindicacion anterior, y un farmaco, estando el farmaco contenido o bien (a) dentro de la composicion de
gel o bien (b) en un depdsito formando la composicién de gel una barrera entre el depdsito y la zona en la que el
farmaco va a liberarse.

4. Un detector para detectar el nivel de un analito, comprendiendo el detector una composicién de gel tal como se
reivindica en la reivindicacién 1, y unos medios para detectar la viscosidad del gel.
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CH
O CH, 0 2
i
Dex-O-C-C-CH, DBX-O-C-T)-CH:;
CH,
O CH; Polimerizar | O |
I para dar I
ConA-NH-C-C-CHj, . ConA-NH-C-C-CH,4
O CH, 0 ‘|3H2
inn Il
Dex-O-C-C-CHj4 Dex-O-C-(|3-CH3
Este prod‘ucto o
se escribe por lo
demas como ‘ Dex —
/
Dex
Con A—
Con A
/ “ Dex —
Dex

Fig. 1
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Reticulacion covalente

formada por dextrano unido :
de forma multiple

Pueden formarse reticulaciones
no covalentes por la interaccién
de concanavalina A y de glucosas
terminales en el dextrano

Fig. 2
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1 Soporte de polimero divalente con

A_N___.' dos ligandos de marcador
fisiologico acoplados

1a
Lineal solo siun
componente no es al menos
trivalente
Matriz posible si uno o ! 1 b

ambos componentes es
trivalente o mejor

Soporte polimérico .
multivalente de los
ligandos 2

Matriz posible incluso con

reticulante divalente
(anticuerpo simple)

El mecanismo gel-sol reversible surge
debido a que un “marcador” de enfermedad
monovalente puede desplazar los
marcadores unidos a polimero, deshaciendo
de este modo la matriz de gel. El gel puede
reformarse si se forma la concentracion de
marcador monovalente

Un anticuerpo simple, es decir, sin ninguna
modificacion adicional, es potencialmente un
reticulante divalente efectivo en la gelificacion de un
polimero ramificado de tipo (2)

Fig. 3
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Fig. 4

Fig. 5
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O
R.C.OH *+  CHaCHN=C=N~(CH,);-N*-(CHj), HCI ~
- ; carbodiimida soluble en
kgl e sgua (DAC)
PAA

producto reeactivo con amina inestable,
normalmente estabilizado con NHS

@)
|
Rk L)
1 NHzR" proteina anadida

0
|

R-C-NH-R" + CHyCH,NH-CO-NH-(CH,)s-N-(CH,),

Conjugado subproducto soluble en agua

Fig. 6
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a) solutos grandes tales como
la insulina pueden difundirse
a través de intersticios

WT,L

b) carbomero C974 o C934 c) dextrano multivalente
con lectina para restos de glucosa
covalentemente unida a terminal

la superficie

Fig. 7a

d) lectina (Con A) unida de forma

covalente a carbomero de soporte y

g mezclada con dextrano (no hay soporte

S%acounido en este caso particular), las

regiones intersticiales se hacen sensibles
£ e : a la glucosa pero permanecen lo bastante

...... peer, M - g grandes como para transportar insulina

................
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Absorbancia a 276 nm

Absorbancia a 276 nm
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0,03 conjugado de C974—Con A
E87-5a37°C

— i

0,02 - conjugado de C934-Con A
E100a 37 °C

—_—

Grafica (a): los datos a partir
de las células que contienen
insulina estan corregidos tanto
la densidad optica (medida de
forma simultanea a 500 nm)
como para la absorbancia a
partir del tampén tal como se

0,01+

01 representa en la grafica (b)
Estos datos revelan la
liberacion de insulina sin
complicaciones debidas a

-0,01 ninguna liberacion de Con A
0,03
-w——= Glucosa (0,5 %) contenida conjugado de C974-Con A
0,02 - E87-5a 37°C
e .. - Glucosa retirada ——
conjugado de C934-Con A
0,01 E100a 37 °C
——

Grafica (b): los datos a partir de
las células que contienen
tampon se corrigen para ambas
densidades dpticas {medidas
de forma simultanea a 500 nm)
Estas datos reflejan la
liberacion de material del gel a
..0,01 276 nm, principalmente de la

0 100 200 300 400 500 600 700 °°"A

Tiempo (min})

Fig. 12
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Una comparacion del efecto del tiempo de irradiacion de muestras sobre
la liberacion de componentes de geles D70-MA + Con A-MA

— experimento realizado a 37 °C
— se usan filtros de tamario de poro de 0,2 pm
— concentracion de desencadenamiento de glucosa de 1 % piv

CONTROL DE APARATO
t =20 min ga1209 (el expt. se continud a partir de ga1208)
— .
t=15min gal212
t=12min ga1211
t=5min ga1210

0,3 — [
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| | n
PN S --glucosa retirada |
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14y
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:
;

»
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5801

Fig. 13a
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Absorbancia corregida (276 nm)
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Una comparacion de los perfiles de liberacion de componentes
prueba 9 de CL23 (t = 40 min) vy prueba 2 de CL24 {t = 49)
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Estudio 3 (mezcla 2)
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Comparacion de los valores

tangentes del angulo de pérdidas
para la mezcla de un 2 % de C974-8
% de gelatina con un 0 % de
quimiotripsina. Medidos a 20 ° C

1
9

o

]i”; v

Gréfica 10 (estudio 3,1) (mezcla 2)
Comparacion de los valores de la tangente del

angulo de pérdidas para una mezcla de un 2 % de
C974-8 % de gelatina con un 0 % de quimiotripsina.

Medidos a 32 °C

Tangente del angulo de pérdidas

10 T o 3-4
9 ¥ o 2-3
8 - m 1-2
7 a 0-1
6

5 T

4 - 1000Pa

7~ 800Pa

3 W 500Pa

2 200Pa

14 7 100Pa Esfuerzo (Pa)

20Pa
T y’ 0.5Pa
100Hz 1
Frecuencia (Hz) 10Hz 1Hz 0,1Hz

Fig. 15b
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Grafica 12 (estudio 3,1) (mezcla 32
Comparacion de los valores de la

tangentedel dngulo de pérdidas para una
mezcla de un 2 % de C974-8 % de
gelatina con un 0 % de 10 ']
quimiotripsina. Medidos a 37 °C g 1

Tangente del angulo de pérdidas

Esfuerzo (Pa)

Estudio 14 (estudio 3,1) (mezcla
2) Comparacion de los valores
de la tangente del angulo de o
pérdidas para una mezcla de un 2 10 T
% de C974-8% de gelatina conun 0 :

% de quimiotripsina. Medidosa20 9 T
°c

Tangente del angulo de pérdidas

O_‘Mwbmm'\lm
1
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Estudio 17 (estudio 3,1) (mezcla 2)

pérdidas para la mezcla de un 2 % de
C974-8 % de gelatina con un 0,1 %
de quimiotripsina. Tomados a 32 °C

Tangente del &ngulo de pérdidas

Grafica 19 (estudio 3,1) (mezcla 2)
Comparacion de los valores de la
tangente del angulo de pérdidas para

ES 2368 036 T3
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Fig. 15e

una mezcla de un 2 % de C974-8 % de 10 7

gelatina con un 0,1 % de 9 +

quimiotripsina.Tomados a 37 °C 8
7
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Fig. 15f
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